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RESUME 
Le rôle central de la voie mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) dans l’homéostasie cellulaire suscite 
un réel intérêt dans de nombreux domaines thérapeutiques. Les inhibiteurs de mTOR (mTORi) sont utilisés en 
prévention du rejet de greffe par leur action d’inhibition de l’activation lymphocytaire T et l’induction de 
lymphocytes T régulateurs (Treg). En cancérologie, les mTORi sont utilisés pour leur action anti-proliférative et 
anti-angiogénique. Cependant, l’efficacité clinique de ces traitements reste modeste. Bien que des mécanismes de 
résistance aux mTORi intrinsèques à la cellule tumorale ont été identifiés, leur impact sur le système immunitaire 
émerge comme un facteur essentiel dans leur efficacité. Notre hypothèse est donc que l’efficacité anti-tumorale 
des mTORi serait également liée à la modulation de l’immunité anti-tumorale induite par ces traitements.  
Nous avons réalisé un immunomonitoring, du taux de Treg et de la réponse lymphocytaire Th1 anti-tumorale 
au sein d’une cohorte prospective de patients atteints de cancer rénal métastatique traités par éverolimus (mTORi).  
Nous avons observé une augmentation des Treg et de leur fonction suppressive à partir du 2ème mois de traitement 
dans la quasi-totalité des patients. Paradoxalement, une augmentation des réponses Th1 anti-tumorales a également 
été observée chez ces patients. Au moment de la progression tumorale, la majorité des patients ont présenté une 
forte augmentation des Treg associée à une perte de la réponse Th1. Ainsi, nous avons pu définir différents profils 
immunitaires basés sur la modulation de ces deux paramètres.  Les patients présentant une diminution précoce des 
Treg associée à une augmentation de la réponse Th1 avaient une meilleure survie sans progression par rapport aux 
autres patients (13.2 vs 4 mois p= 0.02). De façon consistante, cette immunomodulation a été confirmée chez des 
patients atteints de tumeur neuroendocrine traités par éverolimus. De plus, l’impact du traitement sur les Treg et la 
réponse Th1 n’était pas influencé par la pharmacocinétique du médicament. Par la suite, nous avons étudié in vivo, 
chez des souris porteuses de différentes tumeurs, l’impact des mTORi sur la réponse immunitaire anti-tumorale. 
Comme chez les patients, nous avons observé une augmentation des Treg chez les souris traitées par mTORi. Ainsi, 
l’utilisation d’anticorps déplétants les Treg ou de souris transgéniques ont permis de démontrer le rôle délétère des 
Treg sur l’efficacité anti-tumorale des mTORi. Ces résultats suggèrent fortement que les mTORi ont un double 
effet sur le système immunitaire dans un contexte tumoral, un premier néfaste par l’induction d’un environnement 
immunosuppresseur et le second positif par l’augmentation d’une réponse Th1 anti-tumorale. 
Dans un deuxième travail, nous avons exploré l’effet positif des mTORi sur le système immunitaire afin 
d’optimiser les immunothérapies anti-tumorales. Nous avons montré que l’administration de temsirolimus 
(mTORi) améliore l’efficacité anti-tumorale d’un vaccin thérapeutique chez la souris. L’effet synergique de cette 
combinaison était lié à une augmentation de l’infiltration tumorale des LT CD8 anti-tumoraux de phénotype 
centro-mémoire. L’efficacité de cette combinaison a été nettement améliorée par l’addition d’un antagoniste de 
CCR4 permettant d’éliminer les Treg induits par le temsirolimus.  
En conclusion, les mTORi demeurent une stratégie prometteuse en cancérologie malgré la réduction de leur 
utilisation due à l’arrivée des nouvelles immunothérapies, comme les checkpoints inhibiteurs (notamment dans le 
cancer du rein) et d’autres thérapies ciblées (inhibiteurs de cycline dans le cancer du sein). En revanche, le futur 
développement des mTORi devra s’appuyer sur des biomarqueurs prenant en compte l’impact de ces traitements 
sur le système immunitaire et sur des combinaisons thérapeutiques notamment avec les immunothérapies. 
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ABSTRACT 
The key role of the mTOR (mammalian Target of Rapamycin) pathway in cellular homeostasis raises a real 
interest in many therapeutics areas. Inhibitors of mTOR (mTORi) are used for graft rejection prevention to inhibit 
the T lymphocyte (LT) activation and induce regulatory T cells (LTreg). In cancerology, they are used for their 
antiproliferative and antiangiogenic actions. However, the clinical efficacy of those treatments is low.  Although 
several mTORi resistance mechanisms linked to the tumor cell have been identified, their impact on the immune 
system appears as a key factor in their efficiency. Thus, our hypothesis is that the clinical efficacy of mTORi could 
also be dependent of an anti-tumoral immunity modulation resulting from those treatments.  
We performed an immunomonitoring of the Treg rate and the tumor specific Th1 anti-tumor response among 
a prospective cohort of patients with a metastatic renal carcinoma treated by everolimus (mTORi). We observed 
that the Treg rate and the suppressive function increase after the second month of treatment for almost all the 
patients. Paradoxically, an increase of the Th1 anti-tumoral response has also been observed for these patients. At 
disease progression, a majority of the patients has shown an important increase of Treg with a decrease of the Th1 
response. Thus, we have been able to define different immune profiles based on the modulation of these two 
parameters. Progression free survival of patients with an earlier decrease of Treg and an increase of Th1 response 
was significantly longer compared to other patients (13.2 vs 4 months p=0.02). This immunomodulation has been 
consistently confirmed with patients affected by neuroendocrine tumor and treated with everolimus. The treatment 
impact on Treg and the Th1 response was not related to the pharmacokinetic of the drug. Thereafter, we have studied 
in vivo the impact of mTORi on the anti-tumoral immune response with mice affected by different tumors. We 
have observed the same increase of Treg in mice treated with mTORi as the increase observed in the patients. Thus, 
using antibodies depleting the Treg or transgenic mice allowed us to confirm the deleterious role of Treg on the anti-
tumor mTORi efficacy. Those results strongly suggest that mTORi have a double effect on the immune system, a 
harmful impact by the induction of an immunosuppressive environment and a positive impact by the increase of 
the anti-tumor Th1 response. 
In a second time, we have studied the positive effect of mTORi on the immune system in order to optimize 
the anti-tumoral immunotherapies. We have shown that the administration of temsirolimus (mTORi) improves the 
anti-tumoral efficiency of a therapeutic vaccination on mice. Indeed, the synergic effect of this combination is tied 
with an augmentation of tumor infiltrate anti-tumor T CD8 with a central memory phenotype. The efficiency of 
this combination has been greatly improved by the addition of an antagonist CCR4 allowing the elimination of 
Treg generated by temsirolimus.  
In conclusion, mTORi remain a promising strategy in cancerology even if their use is likely to be reduced as 
new immunotherapies such as checkpoint inhibitors (renal carcinoma) or other targeted therapies (cycline 
dependent kinase inhibitors in breast cancer) appeared. In the future, the development of mTORi must integrate 
biomarkers taking into account the impact of these treatments on the immune system, and therapeutic combination 
such as the immunotherapy. 
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Chapitre I : Ciblage de la voie mTOR en cancérologie  
I. La voie de signalisation PI3K / Akt / mTOR  
La mammalian (ou « mechanistic ») Target Of Rapamycin (mTOR) est une protéine 
centrale dans le contrôle métabolique cellulaire, à l’interface entre anabolisme et catabolisme, 
en réponse à des signaux environnementaux. Ce rôle central dans l’homéostasie cellulaire a 
suscité un réel intérêt dans de nombreux domaines thérapeutiques, tels que la transplantation 
dans un premier temps puis la cancérologie.  
1. La découverte d’une cible cellulaire grâce à un médicament  
C’est la découverte de la rapamycine qui a permis l’identification de la protéine mTOR. Les 
larges propriétés antiprolifératives de la rapamycine ont suscité un intérêt croissant pour la 
protéine mTOR, ce qui a permis la mise en évidence de la voie de signalisation mTOR et de 
ses fonctions cellulaires essentielles. La découverte de la rapamycine remonte à 1964 dans le 
sol de l’île de Pâques (aussi appelée Ile Rapa Nui) où elle fut isolée à partir du champignon 
Streptomyces hygroscopicus. La rapamycine a été utilisée initialement tel un macrolide pour 
ces propriétés antifungiques et antibactériennes (Vézina, Kudelski, et Sehgal 1975). 
L’identification de deux nouveaux gènes, TOR1 et TOR2 (Target Of Rapamycin) en 1990, a 
fait suite à la découverte de la liaison entre la rapamycine et une petite protéine appartenant à 
la famille des FKBP (FK506-binding proteins), et plus particulièrement la FKBP12 (Heitman, 
Movva, et Hall 1991; Kunz et al. 1993). C’est la mise en évidence d’une résistance aux effets 
antiprolifératifs du complexe FK-BP12/rapamycine dans la levure Saccharomyces cerevisiae 
porteuse de mutations des gènes TOR1 et TOR2 qui a permis d’identifier les protéines TOR 
comme cibles potentielles de la rapamycine. L’équivalent de ces deux gènes chez les 
mammifères a ensuite été découvert, la protéine mTOR ou parfois encore appelée FRAP 
(FKBP12-rapamycin associated protein) RAPT (rapamycin target) ou RAFT (rapamycin and 
FKBP12 target) (E. J. Brown et al. 1994; Sabatini et al. 1994; Sabers et al. 1995). Par la suite, 
il a également été mis en évidence que TOR existait également chez les vers et les mouches, et 
que son activité et son rôle dans le contrôle de la croissance cellulaire restent conservés à travers 
les différentes espèces (Sabatini et al. 1994; Sabers et al. 1995).   
Dans la plupart des organismes, principalement chez les mammifères, TOR est encodé par 
un seul gène. La protéine mTOR, située en aval de la signalisation PI3K-Akt, est une sérine-
thréonine kinase de 189 kDa appartenant à la famille des phosphatidylinositol 3-kinase-related 
kinases (PIKK) (Benjamin et al. 2011a). La protéine mTOR (2549 acides aminés) est composée 
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de nombreux domaines hautement conservés (Figure 1). L’extrémité N-terminale contient 
jusqu’à 20 répétitions en tandem HEAT (contenant un domaine d’hélices-a antiparallèles, un 
facteur d’élongation 3, PP2A et TOR). Cette extrémité N-terminale est essentielle pour les 
interactions protéine-protéine. L’extrémité COOH-terminale du gène mTOR contient 4 parties 
distinctes : i) la première centrale, le domaine FAT ; ii) suivie du domaine de liaison appelé 
FRB de la rapamycine ; iii) le domaine kinase et iv) le domaine FATC. Les deux domaines 
FAT et FATC sont des domaines communs à toutes les protéines kinases membres de la famille 
PIKK et permettent via leur interaction la modulation de leur activité kinase. 
 
 
Figure 1 : Structure de mTOR  
 
La protéine mTOR va interagir avec de nombreuses protéines intracellulaires afin de former 
deux complexes protéiques distincts, mTORC1 et mTORC2 (Figure 2). Ces deux complexes 
protéiques ainsi formés vont avoir des fonctions cellulaires bien précises et distinctes. Les 
complexes mTORC1 et mTORC2 sont composés de 6 et de 7 composants protéiques 
respectivement. Ils possèdent de façon commune l’unité catalytique de mTOR, mLST8 
(mammalian lethal with sec-13) qui a pour rôle d’être un régulateur positif (Jacinto et al. 2004; 
D.-H. Kim et al. 2003), DEPTOR (DEP domain containing mTOR-interacting protein) 
(Peterson et al. 2009) un régulateur négatif et le complexe protéique Tti1/Tel2 (Kaizuka et al. 
2010) qui permet d’assurer l’assemblage et la stabilité du complexe. Raptor (regulatory-
associated protein of mammalian target of rapamycin) et Pras40 (proline-rich Akt substrate 
40kDa) sont deux composants spécifiques du complexe mTORC1. Raptor permet la fixation et 
la phosphorylation de protéines d’aval de la voie de signalisation ainsi que la régulation de la 
localisation intracellulaire de mTORC1 (Kim et al. 2002), Sancak et al. 2008). Pras40 est quant 
à lui un régulateur négatif du complexe. Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR), 
mSin1 (mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1), et Protor 1/2 (protein 
observed with rictor 1/2) sont les composants spécifiques du complexe mTORC2. Rictor est 
essentiel à l’activité catalytique et au recrutement des autres composants du complexe 
mTORC2 (Sarbassov et al. 2004). Protor 1/2 est un régulateur positif de mTORC2, et mSin 1 
permet via sa liaison à Rictor la stabilisation du complexe (Jacinto et al. 2006).  
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Figure 2 : Composition des complexes mTORC1 et mTORC2 
 Ces deux complexes mTOR sont au centre de la voie de signalisation impliquée dans la 
réponse à des signaux environnementaux.   
2. Mécanismes de régulation en amont de mTOR  
L’activation de la voie mTOR résulte de signaux environnementaux riches en nutriments 
intracellulaires (oxygène, acides aminés, énergie) et/ou extracellulaires (facteurs de croissance, 
insuline). L’inhibition de la voie mTOR résulte à l’inverse d’un stress cellulaire lié à des 
signaux environnements pauvres en nutriments (hypoxie, diminution énergie), ou de dommage 
de l’ADN. L’activation ou l’inhibition de mTOR passe principalement par deux voies 
essentielles, la première la voie de signalisation impliquant le TSC (Tuberous Scleroris 
Complex) et la seconde la voie de signalisation PI3Kinase/Akt (Figure 3). 
 
- La voie de signalisation impliquant le complexe TSC1/TSC2 :  
Le complexe TSC1/TSC2 constitue un carrefour ciblé par différentes voies de signalisation. 
Cet hétérodimère composé de TSC1 (Tuberous Sclerosis 1 ou hamartin) et de TSC2 (Tuberous 
Sclerosis 2 ou tuberin) est un régulateur négatif clé de mTORC1. Une fois l’hétérodimère 
activé, celui-ci va agir comme une GTPase-activating protein et ainsi permettre la conversion 
de Rheb-GTP en Rheb-GDP. Rheb-GDP va ainsi directement interagir avec le complexe 
mTORC1 en l’inhibant. Les gènes codant pour ces deux protéines (TSC1 et TSC2) sont donc 
considérés à ce jour comme des gènes suppresseurs de tumeurs, en entraînant cette inhibition 
du complexe mTORC1 et par conséquent l’inhibition de la progression et de la prolifération 
cellulaire (Kwiatkowski 2003). 
Les différents mécanismes entraînant un stress cellulaire :  tels que l’hypoxie (via REDD1), 
la diminution d’ATP (via l’AMPK) ou les dommages de l’ADN (via p-53) vont activer le 
complexe TSC1/TSC2 et donc réguler de façon négative mTORC1. De plus, l’activation de p-
53 va entraîner le recrutement de la protéine PTEN qui va réguler à son tour négativement la 
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voie de signalisation PI3kinase/Akt et donc inhiber l’activation de mTORC1 mais également 
mTORC2 (Feng et al. 2005). 
Les signaux environnementaux de croissance cellulaire via l’accumulation de facteurs de 
croissance vont également permettre l’activation de mTORC1. Les facteurs de croissance vont 
se lier à leurs récepteurs permettant ainsi l’activation de la voie de signalisation 
Ras/Raf/MAPkinase entraînant la phosphorylation et donc l’inhibition du complexe 
TSC1/TSC2. Les cytokines pro inflammatoires telles que le TNF-a permettent également 
l’inhibition du complexe TSC1/TSC2 via le recrutement IKKb (Potter, Pedraza, et Xu 2002; 
Inoki et al. 2002). 
 
- La voie de signalisation PI3Kinase/Akt :  
L’insuline ou les membres de la famille « insulin-like growth factors » tels l’IGF1 (Insulin-
like growth factor 1), PDGF1 (Platelet-derived growth factor) ou EGF (Epidermal growth 
factor) en se fixant sur leur récepteur ayant une activité tyrosine kinase vont activer la voie de 
signalisation PI3Kinase. L’activation des complexes mTOR via cette voie de signalisation est 
possible par deux mécanismes.  
Dans un premier temps, PI3kinase, une fois activée, va induire la phosphorylation de PIP2 
en PIP3 qui va à son tour activer le complexe mTORC2 (Zinzalla et al. 2011). Le complexe 
mTORC2 ainsi activé va phosphoryler Akt augmentant ainsi son degré d’activation.  
Dans un second temps, PIP3 va permettre le recrutement et la phosphorylation de la sérine 
thréonine kinase Akt. Akt joue un rôle central dans l’activation de mTORC1. Une fois activée, 
Akt va provoquer la dissociation de Raptor et PRAS40 ce qui va activer le complexe mTORC1 
(Vander Haar et al. 2007, Wang et al. 2007). De plus, Akt va également pouvoir une fois activé, 
phosphoryler et par conséquent inhiber le complexe TSC1/TSC2, levant ainsi l’inhibition sur 
le complexe mTORC1 (Inoki et al. 2002; Potter, Pedraza, et Xu 2002). Ainsi Akt joue un rôle 
central dans la voie de signalisation mTOR, un régulateur d’amont pour mTORC1 et un 
effecteur pour mTORC2.  
  
- Autres mécanismes de régulation en amont de mTOR :  
Certains acides aminés, et plus particulièrement la leucine et l’arginine, sont essentiels à 
l’activation du complexe mTORC1. Cette activation directe du complexe passe par la voie de 
signalisation Ras-GTPase.  Cette voie de signalisation une fois activée va favoriser la liaison 
avec Raptor ce qui va directement activer le complexe mTORC1 (Hara et al. 1998). 
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Figure 3 : Mécanismes de régulation en amont de mTOR 
 
3. Fonctions régulées et effecteurs en aval de mTOR  
La découverte de la rapamycine a ainsi contribué de façon majoritaire à améliorer les 
connaissances sur les multiples propriétés de la protéine mTOR. Chaque complexe mTOR 
possède des fonctions bien distinctes.   
 
- Fonctions et effecteurs en aval de mTORC1 (Figure 4) :  
Le complexe mTORC1 est le complexe le mieux caractérisé, il possède de multiples 
fonctions ainsi que de nombreux effecteurs en aval afin d’exercer ses fonctions cellulaires. 
 
ü Synthèse protéique (Figure 4A) : 
La synthèse protéique est nécessaire pour progresser dans le cycle cellulaire et les taux 
de traduction protéique doivent s’adapter en fonction des signaux environnementaux. Les 
premiers travaux sur mTOR ont montré que la principale fonction du complexe mTORC1 était 
d’activer l’initiation de la traduction d’ARN messager (ARNm) en réponses aux nutriments 
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(Hara et al. 1998). mTORC1 permet ainsi d’augmenter la traduction d’ARNm ainsi que la 
biogénèse de ribosome. Cette fonction passe par la modulation de la phosphorylation de 
nombreuses protéines impliquées dans la traduction protéique, essentiellement par l’activation 
de S6K1 et l’inhibition de 4E-BP1 (Ma et Blenis 2009). 
L’activation de la protéine S6K1 permet la régulation de la traduction des protéines et 
de la prolifération cellulaire via différents substrats cellulaires (Holz 2012). S6K1 induit une 
augmentation de la synthèse protéique en phosphorylant S6, une sous-unité ribosomale 40S. 
L’élongation et la traduction sont ainsi activées par la phosphorylation et l’inhibition de la 
protéine eEF2K. S2K1 permet également une augmentation de la traduction protéique en 
activant une hélicase à ARN, la protéine eIF4A (Raught et al. 2004). L’activation de la protéine 
eIF4A passe également par l’inhibition et la dégradation de PDCD4 (Raught et al. 2004).   
 Le complexe mTORC1 exerce également sa fonction de synthèse protéique par son rôle 
important sur la phosphorylation de 4E-BP1entraînant ainsi son inhibition. En effet, lorsque la 
protéine 4E-BP1 est activée, celle-ci inhibe le début de la traduction protéique en empêchant 
l’extrémité 5’ non traduite de l’ARNm de se lier aux protéines ribosomales et notamment eIF-
4E. Sous sa forme active, non phosphorylée, 4E-BP1 séquestre eIF-4E en s’y associant. 
L’activation du complexe mTORC1 entraîne la phosphorylation de 4E-BP1 permettant ainsi la 
libération de eIF-4E. De plus, des données expérimentales ont permis également de mettre en 
évidence une corrélation entre la surexpression de eIF-4E induite par l’activation de mTORC1 
et la croissance cellulaire en augmentant la traduction de certaines protéines telles que la cycline 
D1, c-Myc ou le VEGF (Carmeliet et Jain 2000). Ainsi, l’activation de la synthèse de certaines 
protéines entraîne également des répercussions sur des fonctions cellulaires essentielles telles 
la prolifération, la survie et l’angiogenèse. D’autres mécanismes sont également impliqués, 
notamment l’activation de TIF-1A entraînant ainsi une augmentation de l’ARN Pol I (Mayer et 
al. 2004) et l’inhibition de Maf1 permettant la transcription d’ARN de transfert (Kantidakis et 
al. 2010).  
 
ü Synthèse lipidique (Figure 4B) :  
La synthèse lipidique est également une fonction nécessaire pour la prolifération 
cellulaire permettant ainsi la génération des membranes lipidiques cellulaires. Le complexe 
mTORC1 a également un rôle important dans cette fonction essentielle, notamment par 
l’activation du facteur de transcription SREBP1/2 responsable du contrôle de l’expression de 
nombreux gènes impliqués dans la synthèse d’acide gras et de cholestérol. Cette activation est 
possible par l’intermédiaire de différents mécanismes, comme la phosphorylation de S6K1 et 
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de Lipin-1 (B. T. Wang et al. 2011; Q. Li et al. 2011; Peterson et al. 2011). De plus, mTORC1 
permet d’augmenter l’expression et l’activité de PPAR-g, un régulateur clé de l’adipogénèse 
(D. H. Kim et Sabatini 2004).  
 
ü Régulation du métabolisme cellulaire (Figure 4C) :  
Le complexe mTORC1 est également un régulateur positif du métabolisme cellulaire et 
de la production d’ATP. mTORC1 permet l’augmentation de l’expression du facteur de 
transcription HIF1a qui est un régulateur central de l’activité glycolytique (Düvel et al. 2010). 
mTORC1 intervient également dans l’augmentation de l’activité mitochondriale et de 
l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme énergétique, notamment le gène PGC-1a 
(Cunningham et al. 2007).  
 
ü Inhibition de l’autophagie (Figure 4D) :  
L’autophagie est un mécanisme de dégradation non spécifique provoquée lorsque la cellule 
est en carence de nutriments, permettant ainsi à la cellule le recyclage de vieux organites et 
protéines. mTORC1 entraîne une phosphorylation et par conséquent une inhibition de la 
fonction d’un complexe protéique essentiel à l’initiation de l’autophagie, ULK1/Atg13/FIP200 
(Ganley et al. 2009; Hosokawa et al. 2009; C. H. Jung et al. 2009). mTORC1 permet également 
la régulation du gène suppresseur de l’autophagie, DAP1 (Koren, Reem, et Kimchi 2010). 
L’inhibition de l’autophagie par le complexe mTORC1 contribue ainsi à la survie cellulaire 
dans un environnement de stress cellulaire.  
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Figure 4 : Fonctions et effecteurs en aval de mTORC1 
 
- Fonctions et effecteurs en aval de mTORC2 (Figure 5) :  
Les fonctions et les effecteurs du complexe mTORC2 sont bien moins connus que ceux de 
mTORC1. Cependant, mTORC2 semble moins sensible aux signaux environnementaux 
nutritionnels, mais essentiellement plus sensible aux facteurs de croissances faisant intervenir 
la voie de signalisation PI3K comme l’insuline. mTORC2, une fois activé par phosphorylation, 
joue également un rôle essentiel dans la survie, la prolifération, le métabolisme et l’organisation 
du cytosquelette.  
mTORC2 permet notamment la régulation de nombreuses kinases membres de la famille 
des AGC tels Akt, SGK1 et PKC-a. Il permet ainsi d’activer directement la protéine Akt par 
phosphorylation ce qui confère au complexe mTORC2 une place importante dans de nombreux 
rôles essentiels cellulaires, survie, apoptose, croissance et prolifération (Sarbassov et al. 2005). 
L’activité de SGK1, une kinase essentielle à la croissance cellulaire et au transport ionique, 
dépend également de ce complexe (García-Martínez et Alessi 2008). Enfin, mTORC2 joue un 
rôle dans la structuration du cytosquelette d’actine via l’activation conjointe des protéines PKC-
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a, paxilin, et Rho-GTPases entraînant l’inhibition de la polymérisation de l’actine et 
l’expansion cellulaire (Jacinto et al. 2004; Sarbassov et al. 2004).  
 
Figure 5 : Fonctions et effecteurs en aval de mTORC2 
4. Boucles de régulation de l’activité mTOR par les effecteurs en aval.  
En plus des voies d’amont de régulation, les effecteurs en aval ont également un rôle 
important dans le contrôle de l’activité mTOR (Figure 6).  
L’effecteur majeur du complexe mTORC1 est la protéine S6K1. Lorsque celle-ci est activée 
elle entraîne un rétrocontrôle majeur sur l’activité de ce complexe par plusieurs mécanismes. 
Le mécanisme le plus étudié est l’inhibition par phosphorylation du récepteur à l’insuline (IRS-
1) (Hartley et Cooper 2002; Takano et al. 2001). De la même façon, S6K1 peut également 
entraîner une inhibition du récepteur PDGFR altérant par conséquent l’activation de la voie de 
signalisation PI3K (H. Zhang et al. 2007). Le dernier mécanisme de régulation par S6K1 décrit 
dans la littérature est l’inhibition directe de la voie MAPkinase, entraînant une levée de 
l’inhibition sur le complexe TSC1/TSC2. 
La protéine DEPTOR, qui fait partie de la composition des deux complexes mTORC1 et 
mTORC2, permet également la régulation de l’activité de ces deux complexes. Mais les 
mécanismes et les rôles de la protéine DEPTOR dans la régulation de mTORC1 et mTORC2 
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restent encore à ce jour complexes et mal compris. Il a été mis en évidence qu’une forte quantité 
de protéine DEPTOR entraîne une inhibition des complexes mTORC1 et mTORC2. Mais 
l’inhibition du complexe mTORC1 entraîne également de façon indirecte l’activation de la 
protéine Akt en diminuant la concentration intracellulaire de la protéine S6K1 et donc inhibition 
de la boucle de rétrocontrôle décrite plus haut. Ainsi, la protéine DEPTOR joue un double rôle : 
i) suppresseur de tumeur (par l’inhibition de mTORC1 et mTORC2) et ii) oncogène (par 
l’activation d’Akt) (Peterson et al. 2009; Efeyan et Sabatini 2010a).  
 
 
Figure 6 : Régulation de l’activité mTOR par les effecteurs en aval 
II. Dérégulations de la voie mTOR dans le cancer 
La cancérogénèse est un processus complexe permettant à une cellule normale d’acquérir 
des caractéristiques fondamentales, appelées les Hallmarks du cancer, telles que la 
prolifération, la survie, la néoangiogénèse, l’instabilité génomique, et l’immunorésistance 
(Douglas Hanahan et Weinberg 2011). La voie mTOR joue un rôle dans la majorité de ces 
différentes étapes clés de la cancérogénèse, faisant ainsi de la protéine mTOR une cible 
prometteuse thérapeutique.  
1. Mécanismes endogènes et exogènes de dérégulation  
De nombreux mécanismes d’activation anormale de la voie mTOR ont été mis en évidence 
dans différents types de tumeurs. En effet, le microenvironnement tumoral est caractérisé par 
un état de stress cellulaire (limites en nutriments, hypoxie, et faible de taux de PH) qui devrait 
entraîner une diminution de l’activité de la voie de signalisation mTOR. Or, de nombreux 
facteurs endogènes et exogènes à la voie mTOR peuvent entraîner une dérégulation et sur-
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activation de la voie mTOR de façon anormale même en situation de stress cellulaire. Nous 
avons vu précédemment que la régulation de mTOR passe par deux voies essentielles, la voie 
de signalisation impliquant TSC1/2 et la voie de signalisation PI3Kinase/Akt. Ces deux voies 
peuvent faire l’objet d’altérations aboutissant à une dérégulation de mTOR et sa sur-activation. 
(Figure 7).  
 
- Le complexe TSC1/TSC2 :  
L’inactivation anormale du complexe TSC1/TSC2 entraîne une sur-activation du complexe 
mTORC1. Cette inactivation peut passer par la mutation du complexe lui-même ou par une 
dérégulation des voies de signalisation qui contrôle de façon négative ce complexe (Figure 3).  
La mutation des gènes TSC1/TSC2 conduit à la maladie appelée Sclerose tubéreuse, 
responsable d’un développement de tumeurs bénignes dans de nombreux organes liés à une 
activation chronique de mTORC1 (van Slegtenhorst et al. 1997).  
D’autres oncogènes exogènes peuvent être responsables d’une inhibition directe de ce 
complexe. La surexpression ou la mutation de récepteurs à tyrosine kinase, comme les 
récepteurs HER 1-4 (Human epidermal growth factor receptor), et PDGFR (Platelet-derived 
growth factor receptor), entraîne une sur-activation de la voie RAS/RAF/MAPKinase qui 
inhibe le complexe TSC1/2 (Faivre, Kroemer, et Raymond 2006).  
 
 
- La voie de signalisation PI3Kinase/Akt :  
De nombreux facteurs cellulaires intrinsèques sont responsables d’une activation dérégulée 
de la voie PI3K/Akt. Une activation anormale des récepteurs à tyrosine kinase aboutit 
également à une activation de cette voie de signalisation. La perte du régulateur principal de la 
voie de signalisation PI3K, PTEN, va également amplifier la voie de signalisation PI3K et 
promouvoir ainsi l’oncogenèse. La perte de PTEN, via une mutation, délétion ou méthylation 
du promoteur, est retrouvée dans de nombreux types de cancers principalement les cancers de 
l’endomètre, de la prostate, de l’ovaire, de la thyroïde, le cancer du sein et le glioblastome 
(Cantley et Neel 1999; Yuan et Cantley 2008). Le syndrome de Cowden est une maladie 
autosomique dominante associée à un risque élevé de cancer du sein et de la thyroïde. Ce 
syndrome est lié à la mutation germinale de PTEN. Les protéines PI3K et Akt peuvent 
également faire l’objet d’anomalies aboutissant à une activation anormale de mTOR. Les sous-
unités p110 et p85 peuvent faire l’objet de mutation ou d’amplification lors de l’oncogenèse. 
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Enfin, la protéine Akt qui joue un rôle régulateur central de mTOR peut également être 
surexprimée ou amplifiée dans de nombreux types de cancers.  
 
Figure 7 : Dérégulations de la voie mTOR dans le cancer 
2. Sur-activation de mTOR et cancérogénèse  
	
La sur-activation de mTOR par l’activation d’oncogène ou l’inhibition de gènes 
suppresseurs de tumeurs vont être à l’origine de nombreux processus cellulaires promouvant la 
cancérogénèse (Figure 8) (Guertin et Sabatini 2007).   
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Figure 8 : Sur-activation de la voie mTOR et cancérogénèse 
 
La principale action oncogénique est la synthèse protéique dérégulée par l’activation 
chronique du complexe mTORC1. Cette activation chronique va entraîner une perte de la 
protéine 4E-BP1 et par conséquent une promotion de la traduction protéique. L’amplification 
de la traduction protéique va être à l’origine de la progression du cycle cellulaire et la 
prolifération des cellules (Dowling et al. 2010, Mamane et al. 2006). En effet, il a été mis en 
évidence que la traduction protéique ainsi amplifiée va également coder pour des protéines pro-
oncogéniques, de la croissance cellulaire, et la progression tumorale (comme la cycline D1, 
cMyc...) (Hsieh et al. 2010; Nourse et al. 1994).  
L’augmentation de la synthèse lipidique, via la protéine SREBP1, permet une augmentation 
également de la prolifération cellulaire en augmentant la synthèse d’acides gras nécessaires aux 
membranes cellulaires (Menendez et Lupu 2007).  
L’activation chronique du complexe mTORC1 va également être responsable de 
l’augmentation du métabolisme énergétique et donc de la synthèse d’HIF-a. Cette synthèse 
d’HIF-a va entraîner l’augmentation de l’expression du VEGF, responsable de la néo 
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angiogenèse autre caractéristique fondamentale des cellules cancéreuses (Carmeliet et Jain 
2000).   
L’activation chronique du complexe mTORC2, ou l’activation dérégulée de la protéine Akt 
va entraîner une augmentation de la croissance (inhibition du complexe TSC1/2 – activation de 
mTORC1), de la prolifération (inhibition de FOXO1), et du métabolisme cellulaire (inhibition 
de GSK3) (Guertin et Sabatini 2007). L’activation de la protéine Akt va également augmenter 
la survie cellulaire par l’augmentation de l’expression de protéines inhibant l’apoptose (BAD), 
et de l’expression de MDM2 responsable de l’inhibition du gène p53 (Sarbassov et al. 2005).    
III. Blocage de la voie mTOR en cancérologie   
Le rôle de la voie mTOR dans la cancérogénèse a fait de cette voie une cible d’intérêt en 
cancérologie. La stratégie la plus développée à l’heure actuelle est l’inhibition du complexe 
mTORC1, avec les inhibiteurs de mTOR de première génération. A ce jour, trois générations 
d’inhibiteurs de mTOR sont en cours de développement (J. Xie, Wang, et Proud 2016). Seuls, 
les inhibiteurs de première génération ont obtenu l’autorisation de mise sur le marché.  
1. Les inhibiteurs de mTOR de première génération  
- Propriétés pharmacologiques de la rapamycine et des rapalogues :  
La Rapamycine (ou sirolimus) est le premier rapalogue décrit. La rapamycine va interagir 
avec le récepteur intracellulaire FKBP12 en formant un complexe, qui va se lier à FRB sur 
mTORC1 en entraînant ainsi son inhibition (Brown et al. 1994, Sabatini et al. 1994) (Figure 
1). Les premiers modèles in vitro, dans les années 80, ont mis en évidence une efficacité anti-
tumorale de la rapamycine par inhibition de la croissance tumorale (Douros et Suffness 1981). 
Dans les années 90 – 2000, il a été mis en évidence dans des modèles in vitro mais également 
in vivo que son action anti-tumorale était associée à une induction de l’apoptose (Hosoi et al. 
1999, Bruns et al. 2004). Par la suite, d’autres études ont souligné l’impact de la rapamycine 
sur l’angiogenèse et la prolifération cellulaire (Guba et al. 2002, Namba et al. 2006, Wu et al. 
2007).  
Malgré des résultats précliniques encourageants, les premiers résultats cliniques ont mis en 
évidence une efficacité limitée de la rapamycine. L’explication principale de ces résultats 
concerne les propriétés pharmacologiques de la rapamycine (Benjamin et al. 2011a; Cloughesy 
et al. 2008a). En effet, la rapamycine présente une faible biodisponibilité et est insoluble dans 
l’eau. Ainsi, 3 rapalogues ont été par la suite développés en stratégie anti-cancéreuse dans 
différents types de cancers, le temsirolimus, l’éverolimus et le ridaforolimus. Ces 3 rapalogues 
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ont un mode d’action similaire à la rapamycine mais présentent une modification moléculaire 
chimique permettant l’amélioration de la solubilité et la biodisponibilité du médicament 
(Faivre, Kroemer, et Raymond 2006, Hudes 2009).  Seuls, le temsirolimus et l’éverolimus ont 
obtenu l’autorisation sur le marché. La rapamycine et les rapalogues inhibent donc l’activité du 
complexe mTORC1 et principalement la phosphorylation de S6K1 et 4E-BP1 dans les cellules 
tumorales mais également dans les cellules mononuclées et dans les cellules de l’épiderme 
(O’Donnell et al. 2008; Tabernero et al. 2008; Fouladi et al. 2007).  
Le temsirolimus (ou CCI-779, Toriselâ) est une pro-drogue dérivée de la rapamycine. Le 
temsirolimus est administré par voie parentérale, et est hydrolysé en quelques minutes pour être 
transformé en principe actif, le sirolimus (Raymond et al. 2004). L’éverolimus (ou RAD001, 
Afinitorâ) est administré oralement. Sa biodisponibilité reste faible, environ 16% mais reste 
supérieure à celle de la rapamycine (10%) (Klümpen et al. 2010). Son absorption est cependant 
rapide. En effet, la concentration maximale d’éverolimus est atteinte 30 minutes après la prise 
orale. La rapamycine et les rapalogues sont métabolisés par l’enzyme CYP3A4 du cytochrome 
P450 et son élimination se fait principalement par la voie digestive (fécale).  
 
- Données actuelles d’efficacité et de toxicité :  
Les rapalogues sont autorisés dans différents types de cancer : le cancer du rein, du sein, les 
tumeurs neuroendocrines mais également dans le traitement des lymphomes du manteau.  
Le cancer du rein est le premier cancer pour lequel le temsirolimus et l’éverolimus ont été 
autorisés. Le temsirolimus est autorisé en traitement de première ligne chez les patients atteints 
d’un cancer du rein de mauvais pronostic. L’étude de phase III a mis en évidence une 
amélioration significative de la survie globale en comparaison à l’interféron (HR : 0.73, 95% 
CI 0.58-0.92, p= 0.008) (G. Hudes et al. 2007). Les indications restent cependant extrêmement 
rares à ce jour. L’éverolimus est autorisé quant à lui à partir de la deuxième ligne. L’éverolimus 
a amélioré de façon significative la survie sans progression en comparaison au placebo (HR : 
0.30, 95% CI 0.22-0.40, p<0.0001) après échec d’une stratégie de première ligne par anti-
angiogénique (sunitinib ou sorafenib) (Motzer et al. 2008).   
La voie mTOR joue également un rôle dans le mécanisme de résistance à l’hormonothérapie 
dans les cancers du sein. C’est ainsi, qu’après une étude de phase III mettant en évidence une 
amélioration significative de la survie sans progression (HR : 0.43, 95% CI 0.35-0.54, p<0.001), 
l’éverolimus en association à l’exemestane a obtenu l’autorisation de mise sur le marché après 
échec d’une anti-aromatase dans le traitement des cancers du sein localement avancé ou 
métastatique (Baselga et al. 2012a).  
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L’éverolimus est également autorisé dans le traitement des tumeurs neuroendocrines de bas 
grade et grade intermédiaire en association avec l’octréotide. En effet, l’éverolimus permet une 
amélioration significative de la survie sans progression comparativement à l’octréotide seul 
(HR : 0.77, 95% CI 0.59-1, p=0.026) (Pavel, Hainsworth, Baudin, Peeters, Hörsch, Winkler, 
Klimovsky, Lebwohl, Jehl, Wolin, Öberg, et al. 2011). 
Enfin, le temsirolimus est indiqué dans le traitement des lymphomes du manteau, dans les 
suites d’une étude de phase III positive comparativement à une monochimiothérapie au choix 
de l’investigateur (Hess et al. 2009a). Les données des études dans le lymphome soulèvent un 
point intéressant dans la stratégie inhibition mTOR et cancérologie, la notion de dose-intensité. 
En effet, il existe dans cette étude une corrélation positive entre la dose du temsirolimus et 
l’efficacité clinique. Cette notion avait déjà été soulevée dans les données précliniques. 
Cependant, la variabilité interindividuelle lors de l’administration orale de l’éverolimus ainsi 
que les toxicités induites lors du traitement limitent l’évaluation clinique de schéma dose-
intensité.   
De nombreux essais cliniques évaluant l’éverolimus en monothérapie ou en combinaison 
sont actuellement encore en cours dans de nombreux types de tumeurs solides mais également 
dans les hémopathies malignes.  
2. Le développement des inhibiteurs de mTOR de nouvelles générations  
Malgré le rôle majeur de la voie mTOR dans la cancérogénèse, l’efficacité des rapalogues 
ou inhibiteurs de mTOR de première génération n’a pas atteint les attentes escomptées. En effet, 
les différents essais cliniques ont certes mis en évidence une amélioration significative de la 
survie avec les rapalogues mais en revanche les taux de réponses objectifs restent faibles. Les 
rapalogues favorisent plus une stabilisation tumorale plutôt qu’une réponse objective (réponse 
partielle ou complète). Néanmoins, ont été rapportés différents cas dans la littérature de réponse 
clinique objective (Thiery-Vuillemin et al. 2014; Parachoniak et al. 2017; Detti et al. 2016). Il 
semble donc nécessaire d’identifier les mécanismes de résistances afin d’améliorer l’efficacité 
anti-tumorale de ces thérapeutiques.  
 
- Mécanismes intrinsèques à la tumeur de résistance aux rapalogues :  
Les données issues de la pharmacologie ont permis d’identifier différents mécanismes de 
résistance dits « intrinsèques » car liés à la tumeur. Cinq mécanismes principaux ont été mis en 
évidence et décrits dans la littérature à ce jour (Faivre, Kroemer, et Raymond 2006, Dancey 
2010).  
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Tout d’abord, les rapalogues sont essentiellement cytostatiques plus que cytotoxiques 
expliquant ainsi la faible activité pro-apoptotique. De plus, les inhibiteurs de mTOR de 
première génération sont essentiellement des inhibiteurs du complexe mTORC1, or la survie 
cellulaire est essentiellement modulée par le complexe mTORC2. Ceci explique donc les faibles 
taux de réponses objectives aux rapalogues.  
La seconde explication décrite dans la littérature, est l’inhibition incomplète de toutes les 
activités du complexe mTORC1. Plus particulièrement, l’inhibition de la phosphorylation de 
4E-BP1 est résistante aux rapalogues. Or, la phosphorylation de cette protéine constitue une 
cible majeure dans la stratégie anti-cancéreuse afin de limiter la synthèse protéique.  
Les différentes boucles de régulations négatives de la voie mTOR constituent le troisième 
mécanisme de résistance décrit. Le rétrocontrôle induit par la protéine S6K1 entraîne une 
réactivation des voies PI3K/Akt et Ras/Raf/Mapkinase (Bertacchini et al. 2014a; Chiarini et al. 
2015; Efeyan et Sabatini 2010a).  
L’induction de l’autophagie par l’inhibition de l’activité mTORC1 est également 
responsable de la résistance aux rapalogues. En effet, les cellules tumorales utilisent le 
mécanisme d’autophagie afin de contrecarrer les signaux de morts cellulaires induits par le 
stress cellulaire (Chiarini et al. 2015; Gewirtz 2014a)).  
Récemment, un dernier mécanisme de résistance a été décrit, basé sur l’identification de 
l’acquisition par la cellule tumorale exposée aux rapalogues de mutation (R. E. Brown et al. 
2016; Faes, Demartines, et Dormond 2017a). La mutation la plus décrite est celle du domaine 
FRB de la protéine mTOR, entraînant ainsi un blocage de la liaison rapalogues-FKBP12 et 
empêchant donc son activité d’inhibition.  
 
- Les inhibiteurs de mTOR de nouvelles générations :  
La compréhension des différents mécanismes décrits ci-dessus a permis le développement 
de nouveaux inhibiteurs de mTOR dits de nouvelles générations.  
La première stratégie pharmacologique d’amélioration de l’efficacité des inhibiteurs de la 
voie mTOR est le développement de molécule ciblant PI3K et mTOR. Les premières données 
précliniques sont encourageantes, avec une amélioration du contrôle de la croissance tumorale 
dans des modèles in vivo (Maira et al. 2008a; Knight et al. 2010a).   
Par la suite, ont été développés les inhibiteurs de mTOR de seconde génération. Ces 
inhibiteurs permettent une inhibition plus complète du complexe mTORC1 et ont également 
une activité d’inhibition sur le complexe mTORC2. Ces inhibiteurs ne sont pas encore sur le 
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marché, les premiers résultats précliniques sont également encourageants et les études de phase 
I et II sont actuellement en cours (Hsieh et al. 2010; Chresta et al. 2010a; Carayol et al. 2010a).  
La troisième génération d’inhibiteurs de mTOR, appelée Rapalink, a été développée afin de 
contrecarrer les différentes mutations responsables de la résistance aux rapalogues. Ces 
inhibiteurs sont actuellement en cours d’évaluation en phase préclinique (Rodrik-Outmezguine 
et al. 2016a; Fan et al. 2017a).   
 
- Réflexions autour d’un biomarqueur pharmacologique :   
Les données issues de la pharmacologie permettent également d’évaluer différentes voies 
de réflexions autour de biomarqueurs permettant de prédire l’efficacité de ces traitements. De 
nombreuses études ont ainsi évalué différentes approches de biomarqueurs basées sur l’activité 
pharmacologique des rapalogues.  
La phosphorylation des protéines S6K1 et 4E-BP1 dans le sang périphérique et sur tumeur 
des patients traités par les rapalogues a donc été évaluée (Rubio-Viqueira et Hidalgo 2006; 
Fiorini et al. 2014). Les résultats n’ont pas permis de conclure quant au lien prédictif de ce 
biomarqueur, de nouvelles études sont encore en cours sur de plus larges cohortes prospectives.  
Des données précliniques ont par la suite suggéré un lien entre altérations géniques 
responsables de la sur-activation de mTOR et efficacité / sensibilité thérapeutique 
(Kornakiewicz et al. 2014; Laplante et Sabatini 2013a). Des patients atteints d’hamartome avec 
mutations de PTEN, TSC ou STK11 ont une sensibilité plus importante aux inhibiteurs de 
mTOR (Goncharova et al. 2009). Plus récemment encore, un cas d’excellente réponse à 
l’éverolimus a été rapporté chez une patiente atteinte d’un cancer du sein triple négatif 
possédant un variant STK11 lourdement prétraitée (Parachoniak et al. 2017). Cette hypothèse 
a été évaluée sur une large cohorte de patients atteints de cancer du rein traités par éverolimus 
dans l’étude de phase III RECORD 3 évaluant l’éverolimus en première ligne en comparaison 
du sunitinib (Martin H. Voss, Chen, et al. 2016). Il n’a pas été mis en évidence de corrélation 
entre la survie et la présence sur les cellules tumorales des mutations principales de la voie 
mTOR décrites dans la littérature (mTOR, TSC1/2, PTEN, PI3K) (Martin Henner Voss et al. 
2017b). Dans cette même étude a également été analysé le lien entre la présence de biomarqueur 
biologique (121 au total ont été testés) et efficacité clinique. Ainsi parmi les 121 biomarqueurs, 
5 biomarqueurs semblent à l’issu des analyses reliées à l’efficacité clinique. Ces 5 biomarqueurs 
sont des biomarqueurs impliqués dans l’inflammation et la réponse immunitaire (CSF1, 
ICAM1, IL-18BP1, KIM1, TNFRII). Ces résultats doivent être toutefois validés sur une cohorte 
plus large de patients.   
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Malgré de nombreuses études, il n’existe à ce jour aucun biomarqueur prédictif de 
l’efficacité des rapalogues. Les dernières données issues de l’étude RECORD3 soulèvent la 
nécessité d’étudier et d’évaluer l’impact des inhibiteurs de mTOR sur les cellules immunitaires. 
Cet impact pourrait en effet être une approche alternative ou complémentaire dans 
l’identification de biomarqueur prédictif de l’efficacité des inhibiteurs de mTOR.   
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Chapitre II : Le rôle de mTOR dans le système immunitaire 
 
 
La protéine mTOR joue également un rôle majeur dans la régulation des différents acteurs 
du système immunitaire autant dans la réponse immunitaire innée qu’adaptative, et 
principalement dans la régulation de la réponse lymphocytaire T (Figure 9).  Une stratégie 
thérapeutique visant cette protéine clé va donc avoir un impact sur le système immunitaire. Une 
meilleure connaissance du rôle complexe de cette protéine et de la voie mTOR sur les réponses 
immunitaires a donc permis l’utilisation des inhibiteurs de mTOR en stratégie thérapeutique 
dans le domaine de la transplantation.   
 
	
 
Figure 9 : mTOR et acteurs du système immunitaire 
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I. Rôle de la voie mTOR dans la réponse lymphocytaire T   
Les lymphocytes T (LT) sont des acteurs essentiels de l’immunité adaptative. De 
nombreuses études ont décrit et souligné l’importance de mTOR dans la régulation 
lymphocytaire T, et dans la différenciation lymphocytaire T CD4 et CD8.   
1. mTOR et régulation de l’homéostasie lymphocytaire T  
Les mécanismes régulant l’état de quiescence, l’activation et la migration lymphocytaire T 
sont des mécanismes complexes, et dépendent essentiellement de la détection par le LT de 
signaux antigéniques et inflammatoires. La protéine mTOR intervient dans ces différentes 
étapes essentielles de la régulation LT (Yang et Chi 2012) (Figure 10).  
 
 
Figure 10 : Implication de l’activité mTOR dans la régulation de l’homéostasie T 
 
- Rôle de mTOR dans la régulation de la quiescence lymphocytaire T : 
La protéine mTOR joue un rôle essentiel dans la régulation de la quiescence lymphocytaire 
T grâce à sa fonction centrale de régulation métabolique. Cette fonction cellulaire de régulation 
métabolique concerne toutes les réactions permettant de convertir des signaux nutritionnels en 
énergie. Les LT utilisent différents programmes métaboliques afin de pallier à leur besoin 
énergétique et à leur synthèse, en fonction de leur état d’activation.  
	
	 37	
Un LT naïf est dans un état dit de quiescence cellulaire (stade G0), et utilise un métabolisme 
catabolique pour survivre. En effet, à ce stade, la survie lymphocytaire est essentiellement 
régulée par l’autophagie et repose sur l’engagement du TCR à des peptides du soi et sur 
l’intégration de l’IL-7 (Surh et Sprent 2008). A l’inverse, lors d’une présentation antigénique, 
le métabolisme cellulaire du LT passe du catabolisme à l’anabolisme afin de pallier à 
l’important besoin énergétique de synthèse protéique pour l’expansion clonale. De plus, les LT 
activés entraînent une augmentation de la disponibilité des signaux nutritionnels en régulant 
positivement les transporteurs d’acides aminés et de glucose. De ce fait, une diminution des 
signaux nutritionnels entraîne une inhibition des fonctions lymphocytaires T.  
La voie de signalisation mTOR constitue ainsi un régulateur de l’état de quiescence 
lymphocytaire T. Tout d’abord, mTOR va avoir un rôle régulateur entre les facteurs de 
croissances, les signaux immunitaires et la disponibilité des signaux nutritionnels, 
essentiellement les acides aminés.  Ensuite, l’activation de mTOR va entraîner la stimulation 
de nombreuses voies essentielles métaboliques et notamment la glycolyse, la synthèse lipidique 
et l’activité mitochondriale. En présence d’une stimulation antigénique, le métabolisme 
glycolytique va être activé par mTOR via les facteurs de transcription HIF-1a  et MYC.  
Dans un état de quiescence lymphocytaire T, il est donc essentiel que mTOR soit inactif. 
TSC1/2 joue ainsi un rôle majeur de régulation de la quiescence cellulaire par son action 
inhibitrice de l’activité de mTORC1. Ainsi, des lymphocytes T naïfs déficients en TSC1/2 sont 
anormalement en cycle cellulaire, et perdent leur capacité à générer une réponse adaptative 
spécifique antigénique. Une déficience en PTEN, ou LKB1/ STK11 ont les mêmes 
conséquences sur la perte de la quiescence cellulaire en entraînant également une activation 
dérégulée de mTORC1. L’activation dérégulée de l’activité mTORC1 contribue donc à une 
production excessive cytokinique par des LT « inefficaces » et voués à l’apoptose.  
  
- Rôle de mTOR dans la régulation métabolique de l’activation lymphocytaire T :  
Afin d’assurer une prolifération cellulaire efficiente lors d’une activation lymphocytaire T, 
l’activité métabolique du LT switch d’un état dit catabolique (phosphorylation oxydative) à un 
état anabolique (effet Warburg) (Warburg 1928; Michalek et Rathmell 2010). De nombreuses 
études ont permis de positionner la voie mTOR comme une voie centrale dans la coordination 
métabolique et dans la prolifération cellulaire lors de l’activation du LT.  
L’analyse de la diminution de la prolifération lymphocytaire T sur des LT déficients en 
mTOR a ainsi confirmé le rôle de cette voie de mTOR dans la progression du cycle cellulaire 
(Delgoffe et al. 2009). Inversement, un déficit en TSC1/2, responsable d’une activité dérégulée 
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de mTOR, entraîne une augmentation de la prolifération T (D.-L. Xie et al. 2012). L’inhibition 
de mTOR entraîne essentiellement l’anergie lymphocytaire T. 
L’activation lymphocytaire nécessite la présence de 3 signaux. Le premier signal 
correspond à la présentation d’un peptide antigénique sur le CMH d’une CPA au TCR du LT. 
mTORC1 et mTORC2 sont activés rapidement dans les suites de ce premier signal, et 
l’amplitude de cette activation est corrélée à la quantité d’antigène et à la durée de l’interaction 
de la synapse immunologique (CPA-LT) (Katzman et al. 2010). Le signal 2 correspond à la 
liaison entre les facteurs de co-stimulation exprimés par la CPA (CD80, CD 86, CD40) et leurs 
ligands exprimés par le LT (CD28, CD40L). CD28 va ainsi activer la voie de signalisation 
PI3K/Akt entraînant ainsi une augmentation de l’activité glycolytique nécessaire à l’activation 
cellulaire par amplification de l’activation mTOR (Colombetti et al. 2006). Les régulateurs 
négatifs de l’activation lymphocytaire (PD1/PDL1) entraînent, à l’inverse, une diminution de 
l’activité mTOR (Francisco et al. 2009). Les signaux 1 et 2 entraînent par la suite une activation 
des voies de signalisation calcium/calcineurine, MAPKinase, NF-kb.  
L’activité mTOR est régulée par l’activité de l’AMP-kinase. En effet, la balance AMP/ATP 
va directement être corrélée à l’activité mTOR. En état de quiescence cellulaire, l’AMP-kinase 
va inhiber mTOR. L’initiation de l’activation lymphocytaire T par le signal 1 et 2 entraîne une 
augmentation intracellulaire du taux calcique responsable de l’augmentation d’expression de 
l’AMP-kinase(Tamás et al. 2006). Lorsque le taux d’ATP est suffisamment élevé une boucle 
de rétrocontrôle est activée inhibant la fonction de l’AMP-kinase et donc levant l’inhibition sur 
mTOR (Tamás et al. 2006; MacIver et al. 2011; Fracchia, Pai, et Walsh 2013) (Figure 11).   
 
Figure 11 : Régulation mTOR par l’AMP-kinase  
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L’activation des voies de signalisation calcium/calcineurine, MAPKinase, NF-kb vont 
également réguler positivement la sécrétion de cytokines, en particulier l’interleukine 2 (IL-2) 
et l’expression du récepteur CD25. L’IL-2 va se fixer de façon autocrine sur son récepteur 
(CD25) à la surface du LT et déclencher le 3ème signal par activation de mTOR responsable de 
l’engagement dans le cycle cellulaire et donc de la prolifération cellulaire (Figure 12) (Halloran 
2004).  
 
Figure 12 : Les 3 signaux d’activation lymphocytaire T   
 
- Rôle de mTOR dans la régulation de la migration lymphocytaire T :  
Les récepteurs CCR7 (ou CD127), CD62L et S1PR1 sont des récepteurs de « homing », 
régulant l’entrée des LT naïfs et des LT mémoires vers les organes lymphoïdes secondaires 
(Finlay et Cantrell 2011; Sinclair et al. 2008)). L’expression de ces récepteurs est régulée par 
les facteurs de transcription FOXO et KLF2, responsables de l’état quiescent des LT et dont 
l’activité est inhibée suite à l’activation lymphocytaire. mTOR régule la migration à travers son 
impact sur ces facteurs de transcription, mTORC1 régule plutôt l’activité de KLF2 et mTORC2 
de FOXO via sa régulation d’Akt (Kerdiles et al. 2009; Ouyang et al. 2009)(Figure 13).  
A l’inverse, les récepteurs aux cytokines inflammatoires et aux molécules d’adhésion tels 
que CXCR3 entraînent la migration des LT sur les sites de l’inflammation afin d’exercer leur 
fonction cytotoxique. L’activité du complexe mTORC1 entraîne également une régulation de 
l’expression de T-bet (Rao et al. 2010). Le facteur de transcription T-bet est responsable de la 
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régulation de l’expression de CXCR3. De plus, CXCR3 permet également l’augmentation de 
l’activité du complexe mTORC1 (Figure 13).  
 
 
Figure 13 : Implication de l’activité mTOR dans la régulation de la migration 
lymphocytaire T     
 
2. mTOR et différenciation lymphocytaire T CD4  
Les différentes sous-populations de LT CD4 sont déterminées par les cytokines qu’elles 
sécrètent et les facteurs de transcription spécifiques des lignées qu’elles expriment après 
activation. A ce jour, au moins 7 sous-populations distinctes de T CD4 ont été identifiées : les 
Th1 (T helper-1), Th2, Th9, Th17, Th22, TFH (follicular helper T cell) et iTreg (induced-regulatory 
T cell) (D. M. Pardoll et Topalian 1998; Kennedy et Celis 2008a; O’Shea et Paul 2010).   
La reconnaissance de l’antigène par le TCR permet d’apporter au LT activé sa spécificité. 
Le microenvironnement immunitaire quant à lui joue un rôle essentiel dans la différenciation 
lymphocytaire T dans les suites de la reconnaissance antigénique. Les LT CD4 doivent intégrer 
les signaux du microenvironnement parfois opposés afin de fournir l’instruction de leur 
engagement vers une lignée effectrice.  
mTOR va jouer un rôle essentiel dans la régulation de cette différenciation de par son rôle 
d’intégration des différents signaux immunitaires, de régulation métabolique et de 
l’homéostasie lymphocytaire T.  
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- Rôle dans la différenciation lymphocytaire T CD4 Th1, Th2 et Th17 :  
Les premiers travaux évaluant l’impact de mTOR sur la différenciation lymphocytaire T 
ont porté sur l’analyse des 3 sous-populations lymphocytaires T CD4 Th1, Th2 et Th17.  
La différenciation Th1 nécessite, lors de l’activation du LT CD4 naïf, la présence d’IL-12 
sécrétée par la cellule dendritique activée. La transduction du signal TCR délivré par l’IL-12 
aux LT CD4 est assurée par le facteur de transcription STAT4. Les CD4 Th1 sont caractérisés 
par l’expression du facteur de transcription T-bet et leur sécrétion cytokinique IFNg, IL-2 et 
TNFa (Mosmann et al. 2005).   
La différenciation Th2 nécessite, lors de l’activation du LT CD4 naïf, la présence d’IL-4. La 
transduction du signal est assurée par le facteur de transcription STAT6. STAT6 va ainsi induire 
l’expression du facteur de transcription GATA-3, essentiel pour la différenciation Th2. Les 
CD4 Th2 sont caractérisés par la sécrétion cytokinique d’IL-4, IL-5 et IL-13 (Zhu, Yamane, et 
Paul 2010; Mosmann et al. 2005).  
La sous-population Th17 est caractérisée par leur production d’IL-17A, IL-17F, IL-21 et IL-
22 (Harrington et al. 2005). Un microenvironnement riche en TGF-b et IL-6 va permettre la 
différenciation du LT CD4 naïf en LT CD4 Th17 via le facteur RORgT dont l’expression est 
régulée par le facteur STAT3 (Zhu, Yamane, et Paul 2010).  
 Le rôle de mTOR dans la différenciation de ses 3 sous-populations a été mis en évidence 
suite aux travaux menés par les équipes de G. Delgoffe et J. Powell sur des modèles de souris 
déficientes en composants essentiels de la voie mTOR. Dans un premier temps, leurs travaux 
menés sur des souris invalidées pour le gène Frap1 codant pour la protéine mTOR ont permis 
de définir mTOR comme régulateur essentiel dans l’intégration des signaux conduisant à la 
différenciation lymphocytaire (Delgoffe et al. 2009). Dans un second temps, l’utilisation de 
souris déficientes sélectivement en mTORC1 (souris Rheb-/-) ou en mTORC2 (Rictor-/-) a 
permis de préciser le rôle des différents composants de l’activité mTOR sur la différenciation 
lymphocytaire T (Delgoffe et al. 2011).  
Ainsi, dans des conditions environnementales de différenciation Th1 ou Th17, les LT CD4 
déficients en activité mTORC1 ne parviennent pas à sécréter de l’IFN-g ou de l’IL17. En 
revanche ces mêmes LT CD4 conservent leur capacité à se différencier en Th2. Ces résultats 
positionnent ainsi mTORC1 dans la régulation de la différenciation Th1, Th17 et non dans celle 
de Th2. Les LT CD4 déficients en activité mTORC2, perdent quant à eux la capacité de 
différenciation Th2 mais conservent la capacité de différenciation Th1 ou Th17. Cette régulation 
de mTOR sur la différentiation lymphocytaire T passe par son rôle sur la modulation de 
	
	 42	
l’expression des protéines inhibitrices SOCS. En effet, l’expression des facteurs de transcription 
STAT est régulée par ces protéines (C.-R. Yu et al. 2003). L’activation de mTORC1 permet 
ainsi l’inhibition de SOCS3 qui est un régulateur négatif de l’expression de STAT4 et de 
STAT3. L’expression de SOCS5, inhibitrice du facteur STAT6 est quant à elle régulée par le 
complexe mTORC2 (Figure 14).  
 
 
Figure 14 : Rôle des complexes mTORC1 et mTORC2 dans la différentiation 
lymphocytaire T CD4 Th1, Th2 et Th17   
 
- Rôle dans la différenciation lymphocytaire T CD4 régulateurs :  
Les LT régulateurs (Treg) CD4+CD25+ ont été caractérisés en 1995 par l’équipe de S. 
Sakaguchi. Ces lymphocytes sont des LT essentiels dans l’immunosuppression et permettent la 
régulation de l’homéostasie des réponses immunitaires et le maintien de la tolérance 
immunitaire centrale et périphérique (Sakaguchi et al. 1995). Chez l’homme, le phénotype des 
Treg est caractérisé par la présence du facteur de transcription FoxP3+ mais également par la 
faible expression de CD127 (O’Shea et Paul 2010). Parmi les Treg, on distingue les Treg 
« naturels » (nTreg) issus de la différentiation thymique et les Treg « induits ou adaptatifs » (iTreg) 
issus de la différenciation des LT CD4 naïfs en réponse à une stimulation antigénique dans un 
environnement suppresseur. 
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ü mTOR et génération des Treg 
La génération des Treg requiert une signalisation du TCR et la présence de TGF-b. Dans des 
conditions de culture cellulaire, elle requiert également la présence d’IL-2 ou d’IL-15 qui 
conduit à l’activation du facteur de transcription STAT5 et amplifie l’expression de FoxP3+ 
(Bilate et Lafaille 2012).   
Les travaux chez la souris déficiente en mTOR (Frap-/-), précédemment cités, ont également 
mis en évidence un rôle crucial de l’activité mTOR dans la régulation de la différenciation des 
Treg (Delgoffe et al. 2009). En absence de mTOR, les LT CD4 naïfs se différencient en iTreg 
même dans un microenvironnement destiné à une autre polarisation T. En effet, ces LT CD4 
naïfs déficients en mTOR sont capables de se différencier en iTreg même avec des taux très 
faible de TGF-b. La voie TGF-b entraîne une activation de Smad3, qui va à son tour induire 
une augmentation de l’expression de NFAT qui contribue à l’expression de FoxP3+ (Tone et al. 
2008).	L’activité mTOR entraîne une inhibition de Smad3 et par conséquent une inhibition de 
mTOR entraîne une expression plus forte de Smad3 rendant ainsi le LT CD4 naïf plus sensible 
au TGF-b et donc plus disposé à une différenciation iTreg (Delgoffe et al. 2009). Des travaux 
menés par l’équipe de H. Chi ont décrit l’importance de l’interaction entre le récepteur S1PR1 
et la voie mTOR dans la régulation de la génération thymique, la migration des Treg. Par la 
fixation de son ligand S1P, S1PR1 induit la signalisation Akt/mTOR et entraîne donc une 
diminution de l’activation de Smad3. L’activation de S1PR1-mTOR empêche ainsi la 
stimulation du LT CD4 par le TGF-b et bloque ainsi la différenciation en Treg (Liu et al. 2009, 
2010). (Figure 15).    
De plus, l’activité mTOR entraîne l’exclusion nucléaire des facteurs de transcription 
FOXO1 et FOXO3, responsables également de l’expression de FoxP3, par l’activation d’Akt 
(Ouyang et al. 2009). Enfin, la déplétion sélective des complexes mTORC1 ou mTORC2 n’est 
pas suffisante à cette différenciation, suggérant l’implication de ces deux complexes dans 
l’inhibition du développement des iTreg (Delgoffe et al. 2011). Ainsi, le lien entre activité mTOR 
et différenciation des iTreg est bien établi depuis plusieurs années (Figure 15). 
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Figure 15 : Implication de mTOR dans la différenciation Treg 
  
La voie mTOR joue également un rôle dans la régulation thymique des nTreg. Des modèles 
murins de déplétion TSC1 ont mis en évidence une augmentation significative du nombre de 
nTreg (D. S. Chen et Mellman 2013). Cette augmentation est corrélée à l’activation dérégulée 
de l’activité mTOR. De façon intéressante, il semblerait que l’augmentation des nTreg soit 
essentiellement liée à l’inhibition de l’activité mTORC2 par rétrocontrôle sur PI3K/Akt via 
l’activation dérégulée de mTORC1 (Figure 6) (Yang et al. 2011; O’Brien et al. 2011; D. S. 
Chen et Mellman 2013).  
 
ü mTOR et fonctionnalité des Treg 
En plus du rôle majeur dans la génération des Treg, des études récentes ont également montré 
que le niveau d’activité mTOR est étroitement corrélé aux fonctions des Treg. La fonction des 
Treg est caractérisée par les capacités immunosuppressives et les capacités de migration. Chaque 
complexe mTOR a un rôle bien défini dans la régulation de la fonction immunosuppressive des 
LTreg.  
De façon ambivalente à la génération des Treg, mTORC1 est un régulateur positif de la 
fonction suppressive des Treg en couplant signaux métaboliques et immunologiques. En effet, 
l’activation de l’axe mTORC1, en augmentant le métabolisme lipidique, coordonne la 
prolifération des Treg et augmente l’expression des molécules suppressives CTLA-4 et ICOS. 
Ainsi, une déplétion en mTORC1 sur les Treg conduit à une perte profonde de l’activité 
suppressive sur des modèles murins (Zeng et al. 2013a). Néanmoins, une activation dérégulée 
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de mTORC1, via la délétion par exemple de TSC1/2, résulte quant à elle d’une perte également 
des fonctions Treg dans des conditions d’inflammations chroniques (Y. Park et al. 2013). Les 
différentes données soulèvent donc le lien entre le niveau d’activité mTOR et régulation de la 
fonction des Treg. Ces données justifient les résultats obtenus par l’équipe Procaccini et al qui 
ont montré qu’une inhibition transitoire de mTOR par la rapamycine induit une prolifération 
des Treg alors qu’un traitement chronique bloque cette prolifération (Procaccini et al. 2010).  
Ainsi, une inhibition thérapeutique de mTOR peut entraîner selon le degré et la durée 
d’inhibition une répercussion sur le nombre et la fonctionnalité des Treg (Zeng et Chi 2017) 
(Figure 16).   
 
 
Figure 16 : Implication des complexes mTORC1 et mTORC2 dans les fonctions Treg 
 
3. mTOR et différenciation lymphocytaire T CD8 
- Généralités :   
De nombreux travaux ont permis de positionner mTOR comme une protéine clé dans la 
régulation de la différenciation lymphocytaire T CD8 et essentiellement dans la génération de 
LT CD8 mémoire. La cinétique de la réponse CD8 au décours d’une infection aigue est 
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composée de 3 temps. Le premier temps de la réponse CD8, dite d’expansion, correspond à la 
prolifération, l’expansion clonale et la différenciation des LT CD8 naïfs en LT CD8 effecteurs. 
Ensuite, vient la phase dite de contraction correspondant à la diminution progressive par 
apoptose de la majorité des CD8 effecteurs. Parmi ces CD8 effecteurs, une petite sous-
population se différencie en CD8 mémoires à longue durée de vie traduisant ainsi la dernière 
phase de réponse CD8, la maintenance (Williams et Bevan 2007). Les CD8 effecteurs 
nécessitent un métabolisme important anabolique, à l’inverse les CD8 mémoires ont des besoins 
métaboliques plus faibles et basculent ainsi vers un métabolisme catabolique (Gerriets et 
Rathmell 2012). mTOR étant un régulateur important dans l’activation lymphocytaire et dans 
la régulation du métabolisme cellulaire a donc un impact et un rôle également dans la 
différenciation CD8.  
Différentes sous-populations de CD8 mémoires existent caractérisées pas des fonctions qui 
leur sont propres et un phénotype particulier. Les LT mémoires exprimant les molécules de 
« homing » CD62L et CCR7 sont appelés centraux mémoires (TCM) de par leur capacité de 
migration efficace vers les ganglions lymphatiques. Les LT mémoires n’exprimant ces 
molécules de « homing » sont appelés effecteurs mémoires (TEM) et sont donc situés dans les 
tissus non lymphoïdes. Ces LTCM présentent une capacité de survie et de prolifération plus 
élevée comparativement aux LTEM (Sallusto et al. 1999; Wherry et al. 2003). La troisième sous-
population de LT mémoire décrite est une sous-population caractérisée par des propriétés de 
renouvellement importantes, elle est donc qualifiée de cellules souches mémoires (TSCM). Ces 
TSCM sont capables de générer l’ensemble des LT mémoires. Cette sous-population présente le 
même phénotype que les LT naïfs mais exprime également le CD95 (CD45RA+CD45RO-
CCR7+CD62L+CD27+CD28+CD95+) (Gattinoni et al. 2011).  
 La notion de quantité de CD8 mémoires est donc un paramètre important dans la 
caractérisation des CD8. En revanche, la qualité est un paramètre essentiel à analyser lors de 
l’évaluation de la réponse CD8 mémoire. Celle-ci est caractérisée par l’analyse de 4 paramètres. 
Le premier paramètre à analyser est l’expression de CD127 (récepteur à l’IL-7) qui est essentiel 
pour la maintenance des LT mémoires. L’expression de KLRG1, autre paramètre essentiel, est 
inversement corrélée à la longévité des LT mémoires. La qualité des LT mémoires se traduit 
également par l’augmentation de l’expression des récepteurs de « homing » CD62L et CCR7. 
Enfin, l’expression élevée de BCL2, protéine anti-apoptotique, traduit un LT CD8 mémoire de 
haute qualité (Wherry et al. 2003; Kaech et al. 2003; Grayson et al. 2000). 
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Figure 17 : Paramètres définissant la qualité des LT CD8 mémoires  
 
- mTOR module la quantité et la qualité des LT CD8 mémoires :  
Une des premières constatations concernant le lien entre mTOR et CD8 mémoires a été 
réalisée par l’équipe de K. Araki. Ce lien a pu être établi chez des souris infectées par le virus 
de la chorioméningite lymphocytaire et traitées par de la rapamycine. Il a ainsi été mis en 
évidence une augmentation de la réponse T CD8 mémoire spécifique du virus (Araki et al. 
2009). De façon plus intéressante, l’impact de l’inhibition de mTOR sur cette réponse est 
différent en fonction du moment où le traitement est initié selon le stade de la réponse 
immunitaire CD8. Une administration de la rapamycine durant la phase d’expansion augmente 
la quantité de LT CD8 précurseurs mémoires en inhibant l’apoptose durant la phase de 
contraction. Au contraire, le traitement durant la phase de contraction améliore quant à elle la 
qualité de la réponse en accélérant la transition vers une différenciation T CD8 mémoire à 
longue durée de vie (Araki et al. 2009; Turner et al. 2011a). L’effet d’un traitement continu 
permet ainsi d’augmenter la quantité mais également la qualité des LT CD8 mémoires (Araki 
et al. 2009, Araki, Youngblood, et Ahmed 2010).  
 
Figure 18 : Inhibition de mTOR et impact sur la réponse CD8 mémoire 
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De la même façon que la modulation sur les réponses Treg, le niveau d’inhibition de mTOR 
est corrélé à la modulation des réponses CD8. En effet, une inhibition trop forte de l’activité du 
complexe mTORC1 altère significativement la réponse CD8 mémoire (Araki et al. 2009, Araki, 
Youngblood, et Ahmed 2010).  Les travaux sur des modèles de souris déficientes sélectivement 
en complexe mTORC1 ou mTORC2 ont permis de mettre en évidence une implication 
différente de ces deux complexes dans la modulation de la réponse CD8 mémoire. Les LT CD8 
déficients en mTORC1 (Rheb-/-) présentent des capacités de longue durée de vie et de faibles 
métabolismes habituelles des LT mémoires, mais en revanche échouent à répondre une nouvelle 
stimulation. Les LT CD8 déficients en mTORC2 (Rictor-/-) conservent leur capacité effectrice 
mais peuvent se différencier en LT CD8 mémoires efficaces, capables de répondre à une 
nouvelle stimulation. Ces travaux montrent que l’activité mTORC1 est essentielle pour la 
réponse effectrice, et celle de mTORC2 essentielle pour la régulation des LT CD8 mémoires 
(Pollizzi et al. 2015).   
Par la suite de ces travaux, de nombreuses études ont été poursuivies afin de déterminer les 
mécanismes expliquant l’impact de l’activité mTOR sur la réponse CD8 mémoire (Figure 19). 
La première explication réside dans le rôle essentiel de mTOR sur le métabolisme cellulaire. 
En effet, les travaux de EL. Pearce ont mis en évidence sur des souris déficientes en TRAF6 
(TNFR- associated factor 6) une inhibition de la différenciation des LT CD8 mémoires durant 
une infection à Listeria monocytogenes. L’explication de cette inhibition réside dans 
l’inhibition du métabolisme d’oxydation des acides gras (ou FAO), celle-ci est corrigée lors de 
l’administration d’un mTORi tel la rapamycine. La seconde explication concerne la modulation 
par mTOR de l’expression des facteurs de transcription essentiels à la réponse CD8, T-bet et 
Eomes. L’activation de la voie mTOR dans les LT CD8 activés aboutit à l’expression de T-bet 
et par conséquent d’un phénotype effecteur. L’inhibition de mTOR par la rapamycine va ôter 
l’inhibition de FOXO induit par mTOR et ainsi promouvoir Eomes, dont l’expression est 
associée à un phénotype CD8 mémoire (Q. Li et al. 2011; Rao et al. 2010, 2012; Chi 2012a).  
 
Figure 19 : Mécanismes impliquant mTOR dans la différenciation LT CD8 
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II. Rôle de mTOR sur les autres composants du système immunitaire  
En plus de son rôle dans les réponses lymphocytaires T, mTOR constitue également un 
régulateur d’autres composants essentiels de la réponse immunitaire. L’inhibition thérapeutique 
de mTOR peut donc moduler de multiples paramètres de la réponse immunitaire.  
1. mTOR et cellules myéloïdes suppressives (MDSC) 
Les cellules myéloïdes suppressives (MDSC) sont une population très hétérogène 
composée de cellules d’origine myéloïdes, les cellules myéloïdes progénitrices, les 
macrophages immatures, les granulocytes immatures et les cellules dendritiques (DC) 
immatures (Corzo et al. 2009; Serafini et al. 2006). Ces cellules possèdent une forte fonction 
suppressive décrite in vitro et in vivo (Rodriguez et al. 2009; Movahedi et al. 2008; Youn et al. 
2008).   
L’impact de la voie mTOR sur l’homéostasie des MDSC a été rapporté dans différents 
modèles murins d’inflammation. Une inhibition de mTOR par la rapamycine induit une 
accumulation de MDSC très fonctionnelles dans les sites inflammatoires (Nakamura et al. 
2015). De récentes données ont mis en évidence un rôle également de mTOR dans les fonctions 
immunosuppressives des MDSC (C. Zhang et al. 2017a). De façon contradictoire, d’autres 
études sur des modèles de leucémie aigüe rapportent lors d’une inhibition de mTOR une 
diminution en parallèle des fonctions immunosuppressives des MDSC (Ding, Munn, et Zhou 
2014). Ces données contradictoires peuvent également être expliquées par l’intensité de 
l’inhibition de l’activité mTOR au même titre que ce qui est observé dans la modulation des 
Treg et la réponse CD8 mémoire.   
2. mTOR et cellules natural killer (NK)  
De nombreuses études soulignent l’importance de l’activité mTOR dans la régulation de 
la croissance et des fonctions des cellules NK. L’activation des récepteurs cytokiniques à la 
surface des NK module leur développement et leur activation. Parmi les cytokines stimulatrices, 
IL-15 permet de contrôler à la fois l’homéostasie mais également l’activation des NK sur les 
sites périphériques (Ali, Nandagopal, et Lee 2015). L’IL-15 une fois liée à son récepteur, situé 
à la surface de la cellule NK, permet l’activation de plusieurs voies de signalisation notamment 
la voie MAPKinase, PI3K-Akt-mTOR et une transduction des signaux par STAT5. Par 
l’intermédiaire de modèles murins déficients en mTOR, il a été mis en évidence une altération 
de la prolifération et de la fonction de cytotoxicité des cellules NK (Marçais et Walzer 2014a).  
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3. mTOR et cellules dendritiques (DC)  
De nombreuses études soulignent l’importance de mTOR dans la régulation du 
développement et des fonctions des DC (Figure 20). En effet, mTOR joue un rôle important 
dans les différentes fonctions de la DC, allant de la maturation à la présentation antigénique. 
 
Figure 20 : Implication de l’activité mTORC1 dans les fonctions de la DC 
 
 Cette régulation passe par des niveaux d’activation de mTOR plus ou moins importants 
selon la fonction analysée, expliquant probablement les données contradictoires des différentes 
études (Figure 21). L’importance de la conservation d’une activité mTOR efficiente durant la 
phase de prolifération et différenciation des DC a d’abord été mise en évidence sur des modèles 
murins puis confirmés sur des lignées in vitro humaines (Sathaliyawala et al. 2010; Kellersch 
et Brocker 2013; van de Laar et al. 2010). En effet, l’utilisation de mTORi durant la phase de 
différenciation des DC in vitro entraîne une diminution significative du nombre de DC. 
L’activation initiale des DC par les signaux PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) 
dans les tissus stimulent une réponse métabolique de glycolyse, celle-ci étant modulée par une 
forte activité mTOR. 
mTOR exerce également un rôle essentiel sur la fonction de présentation d’antigènes aux 
LT. L’équipe d’Amiel a montré que les DC, mis en co-culture avec de la rapamycine durant 
leur stimulation par des agonistes TLR, ont une durée de vie prolongée et expriment plus 
fortement les molécules de co-stimulations favorisant ainsi l’activation des CD8 (Amiel et al. 
2012a). De plus, la fonction de présentation d’antigène aux CD4 sur les CMH de classe II 
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nécessite une activité autophagique efficiente, or mTOR inhibe le mécanisme d’autophagie 
(Lee et al. 2010). C’est ainsi qu’il a été mis en évidence, à travers des travaux sur la vaccination 
in vivo à base de DC préalablement exposées à la rapamycine, une réponse Th1 plus forte par 
amélioration de la présentation antigénique (Jagannath et al. 2009).   
 
Figure 21 : Modulation spatiotemporelle de l’activation mTORC1 dans les DC 
 
4. mTOR et réponse humorale 
La voie mTOR module également la réponse humorale, mais le lien entre mTOR et 
lymphocytes B (LB) est encore à ce jour moins étudié que le lien avec la réponse T. L’inhibition 
par la rapamycine de la voie mTOR entraîne une diminution significative de la prolifération des 
LB et de leur différenciation en plasmocytes (Aagaard-Tillery et Jelinek 1994; Donahue et 
Fruman 2007a; Sakata et al. 1999a). En effet, il a été mis en évidence dans des modèles murins 
déficients en mTOR qu’une diminution de l’activité mTOR altère le développement, la 
maturation des LB et leur différenciation en plasmocytes. On retrouve également, dans les 
études évaluant le lien entre mTOR et réponse humorale, la notion d’intensité d’activation ou 
inhibition de mTOR et régulation de la différenciation B. En effet, des études sur des modèles 
murins déficients en TSC1/2, et par conséquent présentant une sur-activation mTOR, montre 
que cette sur-activation entraîne une altération de la différenciation des LB en plasmocytes 
(Benhamron et Tirosh 2011).  
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5. mTOR et checkpoints régulateurs de la réponse immunitaire   
De nombreux récepteurs inhibiteurs permettent la régulation de l’activation 
lymphocytaire T, parmi ces récepteurs, PD1, CTLA-4 et TIM3 (Drew M. Pardoll 2012). Des 
études récentes ont permis de soulever un rôle de mTOR dans l’expression de ces récepteurs 
mais également dans l’expression des ligands de ces récepteurs. Une étude récente portant sur 
des volontaires sains a mis en évidence une augmentation significative de l’efficacité d’un 
vaccin antigrippal lorsque celui-ci était combiné à un mTORi. Une des explications, soulevées 
par les auteurs, serait la diminution significative du taux de LT CD8 et CD4 PD1+ observée 
chez les sujets (Mannick et al. 2014). L’analyse de la modulation des checkpoints régulateurs 
(inhibiteurs ou activateurs) ainsi que de leur ligand par la voie mTOR nécessite d’être encore 
approfondie.  
III. Effet d’une inhibition de mTOR sur le système immunitaire – 
leçons tirées de l’utilisation en transplantation  
 
La voie mTOR est donc impliquée dans de nombreux processus cellulaires de la réponse 
immunitaire, du métabolisme à la régulation de leur fonction. Ainsi, la protéine mTOR est 
devenue une cible thérapeutique dans différents domaines thérapeutiques, dont la prévention 
du rejet en transplantation d’organes.  
1. Induction d’une immunosuppression 
La rapamycine (ou sirolimus) a été utilisée en transplantation en 1999 après une série 
d’études cliniques qui avaient mis en évidence qu’en association avec la cisplosporine A et les 
corticoïdes, le sirolimus conduisait à une diminution significative de l’incidence des rejets aigus 
à la phase initiale de la greffe, comparé à l’azathioprine ou au placebo (Groth et al. 1999; 
MacDonald et RAPAMUNE Global Study Group 2001; Kahan et al. 2000). En pratique 
clinique, les molécules de la famille des inhibiteurs de la calcineurine (cyclosporine et 
tacrolimus) demeurent à la base de la grande majorité des protocoles d’immunosuppression en 
transplantation d’organes solides, mais sont rapidement limité par une néphrotoxicité. De plus, 
les premières études évaluant l’intérêt du sirolimus en transplantation ont mis en évidence une 
potentialisation de cette néphrotoxicité (Pallet et al. 2006). Afin de pallier à cette 
potentialisation, l’utilisation du sirolimus a été approuvée en Europe dans des protocoles basés 
sur l’arrêt de la cyclosporine A 3 mois après la transplantation. Les inhibiteurs de première 
génération (rapamycine ou rapalogue) sont utilisés principalement en association avec les autres 
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immunosuppresseurs afin d’en diminuer la dose, ou bien en substitution pour limiter leurs effets 
indésirables à long terme.  
	
- Effets suppressifs sur l’activation et la prolifération lymphocytaire T :  
L’une des premières propriétés immunosuppressives de l’inhibiteur de mTOR recherchée 
pour un développement en transplantation a été son puissant potentiel d’inhibition de la 
prolifération des T activés, propriété qui a conduit à son enregistrement. Ces effets 
immunosuppressifs par la rapamycine sont connus depuis les années 1970, bien avant 
l’identification et la caractérisation de la cible mTOR et de son implication sur l’homéostasie 
et sur les fonctions de la réponse lymphocytaire T.  
La cyclosporine et le tacrolimus agissent après le signal 1 de l’activation lymphocytaire T 
et inhibe ainsi l’axe TCR-NFAT. Ils inhibent plus spécifiquement la calcineurine en aval de la 
stimulation du TCR et inhibe l’expression des gènes codant pour l’IL-2, l’IFNg ou le TNFa, ou 
les gènes liés à NFAT. L’azathioprine ou le mycophenolate mofetil sont des antimétabolites 
qui inhibent la synthèse des acides nucléiques, essentielle à toute division cellulaire. La 
rapamycine quant à elle inhibe le signal 3 responsable de l’induction de la prolifération 
cellulaire (Figure 22).  
 
Figure 22 : Mode d’action des immunosuppresseurs utilisés en transplantation sur 
l’inhibition de l’activation lymphocytaire T  
 
- Induction de lymphocytes T régulateurs :   
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L’amélioration des connaissances de la voie de signalisation mTOR, a permis de positionner 
les mTORi dans le monde de la transplantation et de poursuivre les études cliniques. En effet, 
à la différence des inhibiteurs de la calcineurine qui inhibent toutes les populations 
lymphocytaires T de par l’inhibition précoce de l’activation lymphocytaire T (signal 1), la 
rapamycine elle permet de moduler la différenciation lymphocytaire T en fonction de son degré 
d’inhibition.  
Nous l’avons vu dans la partie précédente, la rapamycine induit l’expansion des nTreg et la 
génération des iTreg au détriment des LT CD4 Th1, Th2 et Th17. Cette modulation de la 
différenciation lymphocytaire T a suscité un réel intérêt notamment en transplantation pour sa 
capacité à induire une tolérance après transplantation (Figure 23) (X. Xu et al. 2012). 
 
Figure 23 : Impact de la rapamycine sur la différenciation des LT CD4 
De nombreuses études de culture cellulaire lymphocytaire T CD4 en présence de 
rapamycine ont permis de mettre en évidence cette expansion des iTreg induit par la rapamycine. 
Les premières études ont montré que la mise en co-culture de rapamycine avec des LT CD4 en 
présence d’IL-2 supprime non seulement la prolifération des LT effecteurs mais promeut 
l’expansion des nTreg fonctionnels en plus d’induire la génération d’iTreg (Battaglia, Stabilini, 
et Roncarolo 2005; B.-S. Kim et al. 2010; Qian et al. 2011; W. Zhang et al. 2010; Kopf et al. 
2007). La fonction des Treg semble également modulé par l’utilisation de la rapamycine, traduite 
dans les études par une augmentation significative de l’expression de FoxP3 ainsi que d’une 
plus grande capacité suppressive (Basu et al. 2008; Bocian et al. 2010; Haxhinasto, Mathis, et 
Benoist 2008a; Strauss et al. 2007).  
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Par la suite, les données ont permis de soulever la constatation que les effets de la 
rapamycine sur la modulation de la différenciation lymphocytaire T était temps-dépendante. En 
effet, une co-culture de courte durée (de moins de 2 semaines) avec la rapamycine n’entraîne 
aucune modification dans la quantité des Treg et que l’impact de la modulation apparaît à partir 
de la 3ème semaine (Battaglia et al. 2006; Coenen et al. 2006; Zeiser et al. 2008; Strauss et al. 
2007). De plus, un traitement intermittent permet une induction et une prolifération beaucoup 
plus efficace des Treg par rapport à une administration continue (Shin et al. 2011a; C. J. Wang 
et al. 2012; Y. Wang et al. 2011). 
En plus de la notion temps-dépendante, est apparue dans les données ultérieures la notion 
de cinétique et de dose d’utilisation de la rapamycine avec un impact sur la modulation 
lymphocytaire T selon le schéma d’utilisation et la posologie. En effet, un traitement par 
rapamycine sur des LT CD4 préalablement stimulés, après engagement du TCR, induit une une 
expression plus importante de FoxP3 (Sauer et al. 2008a). De façon plus intéressante, un 
traitement par rapamycine des LT CD4 naïfs pendant 1 heure suivi de leur stimulation résulte 
en une prolifération significativement plus robuste des Treg. A l’inverse, un traitement chronique 
durant la stimulation du TCR impacte négativement la prolifération des Treg (Procaccini et al. 
2010).  
  Ainsi, les patients traités par rapalogues en prévention du rejet de greffe présentent une 
fréquence de Treg beaucoup plus élevée que les patients traités par les inhibiteurs de la 
calcineurine (Hendrikx et al. 2009a; Noris et al. 2007; Sabbatini et al. 2015a; Vallotton et al. 
2011a).  
 
- Suivi pharmacologique des inhibiteurs de mTOR en pratique courante :  
Toutes les données décrites suggèrent que la modulation des réponses lymphocytaires T et 
dépendante du niveau d’inhibition de l’activité mTOR. A ce jour, aucun biomarqueur analysant 
le degré d’inhibition n’est validé. Cependant, les rapalogues comme les autres 
immunosuppresseurs étant des drogues à prise orale, il existe une variabilité individuelle de la 
biodisponibilité du médicament. C’est pourquoi, le dosage sanguin des inhibiteurs de mTOR 
est indiqué dans le suivi thérapeutique des patients transplantés. L’indication posée par 
l’autorisation de mise sur le marché le précise également dans son libellé : « Une surveillance 
régulière des concentrations des inhibiteurs de mTOR dans le sang total est recommandée ». 
Cette surveillance pharmacocinétique permettra d’adapter la posologie des inhibiteurs de 
mTOR afin d’éviter les rejets liés à la relation de ces traitements décrite « efficacité-
exposition ». Ainsi la concentration résiduelle des rapalogues dans le sang total doit être 
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supérieure ou égale à 3ng/mL avec une limite supérieure de 8 ng/mL. L’attention devra être 
plus particulièrement importante chez les patients présentant des risques de diminution ou 
augmentation du métabolisme de ces traitements tels, une insuffisance hépatique, traitements 
concomitants inducteurs ou inhibiteurs puissants du CYP3A4, ou lorsque les doses de 
ciclosporine associée sont fortement réduites.  
2. Induction d’une réponse Th1 spécifique et diminution incidence de cancer  
L’utilisation des mTORi en transplantation rénale a également permis la diminution 
significative de l’incidence des cancers. Les données épidémiologiques mettent en évidence 
que 10 à 15% des décès après transplantation rénale étaient dus à des cancers et que 50% des 
patients développaient un cancer dans les 15 à 20 ans après une transplantation (ANZDATA 
Registry report). Ce risque est augmenté du fait de l’immunosuppression recherchée pour éviter 
le rejet de greffe. Ce développement de cancer peut être expliqué par une induction de certaines 
infections virales, tels le virus Epstein-Barr, le Human Herpes Virus (HHV8), le papilloma 
virus ainsi que les virus hépatites B et C, du fait de l’immunosuppression. En plus de ce risque 
viral, il est montré également que la ciclosporine A favorise le développement de cancers en 
induisant des mutations somatiques, en bloquant la réparation de l’ADN et l’apoptose, et 
favorise également le développement de métastases via son action sur le TGF-b (Hojo et al. 
1999).   
L’utilisation des mTORi permet de diminuer la prolifération tumorale par l’inhibition de 
la voie PI3K/Akt/mTOR essentielle à la carcinogénèse mais également en bloquant 
l’angiogenèse (Guba et al. 2002). L’utilisation des mTORi chez des patients transplantés 
présentant un sarcome de Kaposi a entraîné une disparition des lésions et une rémission 
complète (Stallone et al. 2005; Campistol, Gutierrez-Dalmau, et Torregrosa 2004). Les mTORi 
permettent également de diminuer le risque de développement de cancer de novo après 
transplantation rénale (Kauffman et al. 2005). Deux études cliniques, Rapamune Maintenance 
Regimen et CONVERT, ont permis de mettre en évidence l’effet bénéfique des mTORi sur la 
prévention de survenue de cancer (Campistol et al. 2006; Schena et al. 2009).   
Des travaux récents réalisés par l’équipe de E. Crespo et al ont mis en évidence, après 
analyse de 59 reins de patients transplantés, que non seulement les Treg mais également les CD4 
Th1 étaient significativement augmentés durant un traitement par mTORi (Crespo et al. 2017b). 
De plus, les inhibiteurs de calcineurine sont connus pour inhiber les réponses Th1 spécifiques 
anti-tumorales. Ainsi dans cette étude, la conversion d’un traitement à base de calcineurine en 
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mTORi permet une restauration des réponses Th1 spécifiques anti-tumorales réduisant ainsi le 
risque de carcinome épidermoïdes (Crespo et al. 2017b).  
Ainsi, la modulation des réponses Th1/ Treg / T CD8 mémoires induite par les mTORi 
pourrait, en plus de leur action sur la carcinogénèse, également contribuer à la diminution de 
l’incidence des cancers chez les transplantés.   
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Chapitre III : Immunité et cancer  
 
 
L’immunothérapie des cancers est une révolution récente, mais issue d’un concept ancien 
né de constatations cliniques et de démarches expérimentales découlant de la théorie de la 
surveillance immunitaire. Ainsi, depuis les dernières avancées sur la connaissance des moyens 
d’échappement de la cellule tumorale au système immunitaire, l’immunothérapie est devenue 
le 4ème pilier du traitement des cancers après la chimiothérapie, la radiothérapie et les thérapies 
ciblées (Wolf Hervé Fridman 2016). 
 	
I. Evolution du concept de l’immunité anti tumorale  
L’histoire de l’aventure de l’immunothérapie a été marquée par des constatations 
majeures mais également des désillusions qui ont fait douter de l’existence même d’une 
immunité anti-tumorale.  
1. Les observations de William B. Coley : la naissance d’un concept 
Suite à des constatations d’indiscutables régressions tumorales lors d’infections aigües, 
William Coley décida d’injecter des préparations de streptocoques directement dans les tumeurs 
(Coley 1893). Cette démarche thérapeutique est donc considérée à ce jour comme acte 
fondateur de l’immunothérapie des cancers. Cette démarche a permis la découverte du facteur 
sérique TNF (Tumor Necrosis Factor) induit par les endotoxines bactériennes (Carswell et al. 
1975). Cette démarche thérapeutique a par la suite abouti au traitement, indétrônable encore à 
ce jour, du cancer superficiel récidivant de la vessie par BCG thérapie.   
2. De l’immunosurveillance à la théorie des 3 E   
Le concept d’immunosurveillance a été introduit par Paul Ehrlich en 1909. Il a ensuite 
été codifié par L.Thomas et F.Brunet en 1957 (Burnet 1957). Cette théorie stipule que tout au 
long de sa vie, des cellules effectrices du système immunitaire patrouillent continuellement 
dans les tissus et détruisent des cellules génétiquement altérées et malignes. Ainsi, un cancer 
n’apparaît que lorsque le système immunitaire de l’hôte est inefficace ou dépassé. L’argument 
clinique fort positionnant ce concept a été la mise en évidence d’une incidence de cancer 
beaucoup plus élevée chez des individus immunodéprimés, tels que les patients porteurs du 
virus HIV. Malgré ces constatations, de nombreux scientifiques et médecins ont remis en 
question l’existence même d’une immunité anti-tumorale, au point qu’elle n’est pas considérée 
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en 2000 comme « Hallmarks » du cancer dans la publication d’Hanahan (D. Hanahan et 
Weinberg 2000).   
Par la suite, les travaux du groupe de Robert D. Schreiber a démontré, à l’aide de souris 
totalement immuno-incompétentes, que celles-ci développaient spontanément des cancers sans 
aucune autre manipulation. Ces constatations ont ainsi permis d’établir le constat que l’absence 
du système immunitaire favorisait l’apparition de tumeurs bénignes et malignes (Shankaran et 
al. 2001). Ainsi, des tumeurs croissant dans des souris immuno-incompétentes étaient rejetées 
lorsqu’elles étaient greffées à des souris sauvages. A l’inverse, les tumeurs croissant dans des 
souris sauvages n’étaient pas rejetées indiquant ainsi que celles-ci avaient mis en place des 
moyens efficaces pour échapper au système immunitaire de l’hôte. Tirées de ces constatations 
fondamentales, Robert D. Schreiber établi la théorie des 3 E substituant la théorie de la 
surveillance immunitaire. Cette théorie se déroule en 3 étapes : une première phase 
d’Elimination au cours de laquelle les cellules tumorales émergeantes sont reconnues et 
éliminées par la réaction immunitaire ; l’Equilibre correspond à la phase traduisant le 
programme d’édition des cellules cancéreuses non éliminées et qui permet à la tumeur de vivre 
un état d’équilibre avec la réaction immune ; et l’Echappement, durant laquelle les cellules 
cancéreuses, par modifications successives, échappent à la surveillance immunitaire, croissent 
et envahissent l’hôte (Dunn, Old, et Schreiber 2004).  
Ces constatations fondamentales, issues des souris invalidées pour différents gènes 
immunitaires, ont été renforcées par des études établissant l’impact majeur pronostic de la 
composition immunitaire du microenvironnement tumoral dans de nombreux cancers humains.  
Ces observations ont permis ainsi d’établir un nouveau paradigme : la réaction immunitaire 
apporte une information supplémentaire à la classification TNM conventionnelle dans la 
prédiction d’évolution clinique du patient (Fridman et al. 2012, Becht et al. 2016, Galon et al. 
2006).  
3. Moyens d’échappement des cellules tumorales au SI  
L’un des arguments essentiels, en faveur du rôle du SI dans le contrôle des tumeurs, 
réside dans sa capacité à sélectionner les tumeurs (« immuno-editing ») jusqu’à les rendre de 
moins en moins immunogéniques et à terme leur permettre d’échapper à toute 
immunosurveillance.  Tous ces différents travaux ont amené Hanahan et Weinberg à ajouter 
l’échappement des cellules tumorales au système immunitaire comme nouveau « Hallmarks » 
du cancer (Douglas Hanahan et Weinberg 2011). Plusieurs mécanismes d’échappement au SI 
ont été identifiés (Motz et Coukos 2013, Vesely et al. 2011). Les cellules tumorales vont 
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pouvoir par exemple apprendre à devenir invisibles en perdant l’expression de l’antigène 
tumoral jusqu’alors reconnu par le SI ou perdre l’expression des molécules de CMH de classe 
I et par conséquent les protéger de la reconnaissance par les LT CD8 (del Campo et al. 2012). 
Elles peuvent également favoriser un microenvironnement suppresseur peri-tumoral par le 
recrutement de Treg ou de MDSC (Pere et al. 2012). Enfin, elles peuvent également résister à 
l’apoptose par la sécrétion de molécules anti-apoptotiques ou entraîner une anergie des LT 
infiltrant la tumeur via les points de contrôles immunologiques (A. A. Wu et al. 2015).  
II. Immunité T anti-tumorale  
1. L’infiltrat lymphocytaire T péri tumoral  
	
- Généralités :  
De nombreux arguments, comme la composition immunitaire du microenvironnement 
tumoral, ont permis de démontrer le rôle des LT dans le contrôle de la prolifération tumorale. 
Ainsi, la mise en évidence d’un fort infiltrat lymphocytaire T CD3 a été corrélé à un pronostic 
favorable dans les cancers de l’ovaire (L. Zhang et al. 2003). Une analyse détaillée, par la suite, 
de la composition de l’infiltrat lymphocytaire a positionné les Th1 et les LT CD8 cytotoxiques 
comme essentiels (Bindea et al. 2013). Enfin, l’organisation structurelle de l’infiltrat 
lymphocytaire, au centre et dans la marge d’invasion tumorale, s’est également révélée comme 
essentielle. Des études évaluant un immunoscore, basé sur la densité des LT CD8 et CD3 au 
centre et dans la zone marginale tumorale ont donc été réalisées. Une étude princeps a été 
effectuée par l’équipe de J. Galon chez environ 4000 patients atteints de cancer colorectal. Ils 
ont ainsi démontré que la densité des infiltrats des LT mémoires, à orientation Th1 et 
cytotoxiques dans le centre et la marge d’invasion des tumeurs était un facteur pronostique pour 
la survie sans récidive et la survie globale des patients (Pagès et al. 2005; Galon et al. 2006). 
Par la suite de nombreuses études ont évalué l’impact de ce microenvironnement immunitaire 
sur la survie des patients. Ainsi, une forte densité de LT CD8 mémoires et de LT CD4 Th1 est 
clairement associée à un bon pronostic chez la majorité des cancers (Wolf Herman Fridman et 
al. 2012). Enfin, la présence de structure lymphoïde tertiaire (TLS) a également été rapportée 
comme étant un facteur de bon pronostic chez les patients atteints de cancer du sein, du poumon, 
ORL, rénal, pancréatique, gastrique, colorectal et mélanome (Dieu-Nosjean et al. 2008, Becht 
et al. 2016, Di Caro et al. 2015, Wolf H. Fridman et al. 2017, Sautès-Fridman et al. 2016).  
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- Le cancer du rein : 	
Le cancer du rein est considéré comme une tumeur immunogène avec présence d’un fort 
infiltrat immunitaire péri-tumoral, composé de LT, cellules NK, DC et macrophages. En dépit 
de ce fort infiltrat, la réponse immunitaire dirigée contre le cancer du rein n’est pas efficace. De 
façon surprenante, il a été récemment mis en évidence une association entre une forte densité 
de LT CD8 dans la marge d’invasion tumorale et une moins bonne survie (survie sans 
progression et survie globale) (Giraldo et al. 2017, Becht et al. 2015). Le mécanisme de cette 
association a été rapporté récemment par les travaux de l’équipe de NA. Giraldo : le carcinome 
rénal à cellules claires est caractérisé par une forte activité d’angiogenèse responsable de 
l’altération de l’infiltrat lymphocytaire. En effet, celle-ci entraîne une diminution de la densité 
de l’infiltrat et une augmentation du nombre de DC immatures recrutant les lymphocytes Treg. 
S’y associe à cet environnement immunosuppresseur, induit par l’angiogenèse, la présence de 
LT CD8 polyclonaux ayant une faible capacité cytotoxique (Giraldo et al. 2017). Récemment, 
il a également été montré une forte expression de la molécule inhibitrice PD-1 sur les LT CD8 
infiltrant les cellules tumorales (Giraldo et al. 2015). Les cellules tumorales expriment 
également un taux élevé de molécules inhibitrices telles que PD-L1 ou HLA-G pouvant affecter 
les LT CD8 (Dunker et al. 2008). Ces travaux ont donc permis d’aboutir à une nouvelle 
classification histopronostique des carcinomes du rein à cellules claires. Ainsi, les patients 
ayant un carcinome rénal à cellules claires avec un environnement péri-tumoral dit « normal », 
présence de forte densité de LT CD8 cytotoxiques oligoclonaux, présentent un meilleur 
pronostic comparativement aux autres sous-groupes (Becht et al. 2015, Giraldo et al. 2015, 
Beuselinck et al. 2015).   
2. Effet recherché : Rôle des LT CD4 Th1 /CD8  
Pendant longtemps le rôle des LT CD8 cytotoxiques dans les cancers a été le plus étudié 
de par leurs propriétés, essentielles, cytotoxiques sélectives sur les cellules tumorales et 
mémoires. Ainsi, la présence d’une forte densité de CD8 mémoires (CD8+CD45RO+) est 
associée à un bon pronostic dans la plupart des cancers (Wolf Herman Fridman et al. 2012). Il 
a également été clairement établi que les LT CD4 jouent également un rôle crucial dans le 
contrôle de l’immunité anti tumorale. En effet, il a été montré que l’absence de LT CD4 était 
préjudiciable au développement d’une immunité T anti-tumorale efficace et surtout durable.  
Le rôle anti-tumoral des LT CD4 Th1 a été clairement établi depuis plusieurs années 
(Kennedy et Celis 2008a; Ostrand-Rosenberg 2005a) (Figure 24). Les études de corrélation de 
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l’infiltrat lymphocytaire avec le pronostic ont également établi le rôle majeur de la réponse Th1 
(Wolf Herman Fridman et al. 2012). Les actions des LT CD4 Th1 peuvent être classés en deux 
points : la première action, une action dite « de collaboration » avec les autres effecteurs de 
l’immunité anti-tumorale tels que les LT CD8, NK, DC et macrophages ; et la seconde action, 
une action dite « directe » sur la cellule tumorale.  
 
Figure 24 : Rôle des LT CD4 Th1 dans la réponse anti-tumorale 
Les LT Th1 reconnaissent les antigènes tumoraux présentés par les DCs sur le site tumoral et sécrètent de l’IFN-g 
et du GMCSF qui, en association avec la liaison CD40/CD40L, favorise la maturation des DC. En réponse à l’ 
IFN-g, les cellules tumorales et les cellules endothéliales péri tumorales vont sécréter les cytokines CXCL9 et 
CXCL10 permettant le recrutement des LT CD8 cytotoxiques (CD8 c)et les NK au sein de la tumeur. Les Th1 
favorisent l’activation et la prolifération des LT CD8 c et NK via la production d’ IFN-g et d’IL-2. Les Th1 exercent 
également une action directe anti tumorale et antiangiogénique via la sécrétion d’ IFN-g et de TNF-a.  
 
L’aide fournie par les LT CD4 Th1, pour la génération et l’augmentation des réponses 
LT CD8 anti tumoraux, constitue un paramètre important pour prévenir l’induction d’une 
tolérance prématurée des LT CD8 (Bourgeois, Rocha, et Tanchot 2002; Shafer-Weaver et al. 
2009; Curtsinger, Johnson, et Mescher 2003). Différents mécanismes d’aide ont été établis. La 
première provient de l’expression transitoire de CD40L à la surface des Th1 favorisant ainsi la 
maturation des DC (exprimant CD40) qui par la suite vont activer les LT CD8 (Ridge, Di Rosa, 
et Matzinger 1998). Un autre type d’aide repose sur la production cytokinique des Th1, en 
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particulier l’IL-2 et l’IFN-g, qui facilitent l’expansion et la différenciation des LT CD8 anti-
tumoraux. L’IL-2 joue un rôle essentiel dans la réponse primaire LT CD8 cytotoxique efficace 
(Bos et Sherman 2010). Sa présence associée à l’interaction entre CD40L à la surface des Th1 
et le CD40 sur les LT CD8 s’est avérée comme essentielle à l’expansion secondaire des LT 
CD8 mémoires (Bourgeois, Rocha, et Tanchot 2002). L’IFN-g produit par les Th1 favorise 
l’expression de CMH par les cellules tumorales conduisant ainsi à une augmentation de la 
reconnaissance de ces cellules par les LT. L’IFN-g induit également l’expression de 
chimiokines (CXCL9, CXCL10..), par les cellules endothéliales et épithéliales tumorales, 
responsable de l’attraction des LT CD8 spécifiques sur le site tumoral (Bos et Sherman 2010).  
 Les LT CD4 Th1 jouent également un rôle dans la stimulation des cellules de l’immunité 
innée, via l’activation des macrophages par l’IFN-g ou des cellules NK par l’IL-2 et l’IFN-g, 
capables d’exercer une activité anti tumorale contre la tumeur (Hung et al. 1998). 
Enfin, les LT CD4 Th1 spécifiques de la tumeur peuvent exercer un effet lytique direct 
sur les cellules tumorales (Schultz et al. 2000). La production d’IFN-g agit comme un facteur 
anti-tumoral et anti-angiogénique (Qin et Blankenstein 2000). Leur action cytotoxique s’exerce 
également par le biais de la sécrétion de TNF-a et en provoquant l’apoptose des cellules 
tumorales via les voies de Fas/FasL ou TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Hahn 
et al. 1995).   
3. Effet néfaste : immunosuppression : Rôle des Tregs  
Les LT CD4 Treg correspondent à une population hétérogène de LT qui peuvent être 
identifiés en utilisant le phénotype suivant CD4+/CD25+/FOXP3+.  Le développement de la 
tumeur est accompagné par une accumulation de ces cellules immunosuppressives dans le 
microenvironnement tumoral (Schreiber et al. 2012). De nombreuses études ont mis en 
évidence un taux élevé de Treg dans les tissus tumoraux de nombreux types de cancers, tels que 
le cancer du sein, pulmonaire, hépatique et mélanome (Nishikawa et Sakaguchi 2010). Dans la 
plupart des types tumoraux, la présence d’une forte densité de Treg dans l’infiltrat lymphocytaire 
péri-tumoral est associée à un mauvais pronostic (Wolf H. Fridman et al. 2017). De façon 
contradictoire, il a été mis en évidence que dans certains types tumoraux, cancer colorectal, 
lymphome folliculaire, cancer ORL, la fréquence des Treg n’était pas associée à un mauvais 
pronostic, voire même était corrélée à une amélioration de la survie globale des patients 
(Ladoire et al. 2011; Wolf Herman Fridman et al. 2012). La première explication de ces données 
réside dans l’analyse phénotypique des Treg, en effet l’analyse de cette population sur le 
phénotype CD4+/CD25+ pourrait également correspondre aux LT CD4 activés. Enfin, la perte 
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de l’expression de FOXP3 peut se produire au sein de certaines tumeurs en présence d’un milieu 
enrichi en ATP (Schenk et al. 2011).  
L’activité inhibitrice des Treg est essentiellement porté, en situation tumorale, par les iTreg. 
Le recrutement péri-tumoral des Treg activés et fonctionnels, exprimant CCR4, se fait 
principalement par la production de chimiokines CCL22 par les cellules tumorales ou par les 
macrophages infiltrant (Curiel et al. 2004; Mizukami et al. 2008; Gobert et al. 2009). Une 
conversion des LT CD4 en iTreg en réponse à une stimulation antigénique faible en présence de 
TGF-b ou une prolifération des nTreg  se produit au niveau de la tumeur, via les DC immatures, 
rendues tolérogènes par l’IL-10, le TGF-b ou le VEGF sécrétés dans le microenvironnement 
tumoral (Ghiringhelli et al. 2005).  
Les différents mécanismes immunosuppressifs des Treg peuvent être groupés en 4 grands 
modes d’actions (Figure 25) : une suppression via la sécrétion de cytokines inhibitrices, une 
suppression par lyse cellulaire directe, une suppression par perturbation du métabolisme des LT 
et une suppression par modulation de la maturation et de la fonction des DC (Vignali, Collison, 
et Workman 2008).  
 
Figure 25 : Différents mécanismes immunosuppresseurs utilisés par les Treg.  
Les mécanismes peuvent être classés en 4 grands modes d’actions : une suppression via la sécretion de cytokines 
inhibitrices (IL-10, TGF-b et IL-35) ; une induction de lyse des LT effecteurs ou les DC via la sécrétion de 
granzyme A/B et de perforine ; une suppression via la perturbation du métabolisme des LT par privation de l’IL-
2 capturée par le récepteur CD25 fortement exprimé par le Treg ou par induction d’adénosine ; une suppression via 
la modulation de la maturation et la fonction des DC via l’induction de la sécrétion d’IDO ou par induction de B7-
H4.  
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- Suppression via la sécrétion de cytokines inhibitrices :  
Les Treg sécrètent les cytokines immunosuppressives TGF-b, IL-10 et IL-35.  La cytokine 
TGF-b permet d’induire l’expression du dérivé oxygéné IDO par les DC, capable de moduler 
les réponses immunitaires (Pallotta et al. 2011). Le TGF-b induit également, via rétrocontrôle 
positif, l’induction et la maintenance de l’expression de FOXP3 (M. O. Li, Sanjabi, et Flavell 
2006). La cytokine IL-10 permet également l’induction de DC tolérogènes (Steinbrink et al. 
1997). Enfin, la cytokine IL-35 a une action directe anti-proliférative sur les LT (Collison et al. 
2007).  
- Suppression par lyse cellulaire 
Les Treg activés peuvent exercer leur activité inhibitrice via la sécrétion de granzyme A 
(chez l’homme) et B (chez la souris) et de perforines (Grossman et al. 2004).  
- Suppression par perturbation du métabolisme des LT :  
Les Treg expriment fortement le CD25 et, par conséquent entrent en compétition avec les 
LT activés pour la capture de la cytokine IL-2 nécessaire à la croissance et à la prolifération des 
LT (Pandiyan et al. 2007). Les Treg ont également montré leur activité d’inhibition des fonctions 
effectrices des LT via une voie de signalisation CD39-CD73-adénosine. L’ATP disséminée par 
les cellules endommagées ou activées permet l’induction d’une réponse immune. 
L’ectonucleosidase CD39 exprimée par les Treg hydrolyse l’ATP et l’ADP extracellulaire en 
AMP. Ensuite l’AMP est transformée par CD73 en adénosine, qui présente des fonctions 
immunosuppressives et qui régulent les réponses immunitaires innées et adaptatives (Deaglio 
et al. 2007). L’adénosine, une fois fixée sur son récepteur A2A situé à la surface du LT 
effecteur, entraîne une accumulation intracellulaire d’AMP cyclique empêchant l’expression 
de CD25 ainsi que la sécrétion de cytokines inflammatoires (Huang et al. 1997).   
- Suppression par action sur les DC :   
L’activité des Treg comprend des mécanismes inhibiteurs de la fonction et la maturation des 
DC par le biais du récepteur inhibiteur CTLA-4 et de LAG3, exprimés par les Treg, qui se fixent 
sur CD80 et CD86 et sur CMH II respectivement à la surface des DC. Ces liaisons induisent 
l’expression d’IDO par la DC, responsable de l’anergie des LT (Mellor et Munn 2004; Liang 
et al. 2008) Les Treg peuvent également diminuer la capacité des DC à activer les LT, en 
diminuant l’expression des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 (Cederbom, Hall, et 
Ivars 2000). Récemment les Treg ont montré leur capacité à induire sur les DC l’expression de 
B7-H4, molécule inhibitrice qui à son tour régule négativement la prolifération des LT 
effecteurs.  
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III. Immunothérapie  
Les stratégies d’immunothérapies efficaces sont développées de façon exponentielle 
depuis environ 5 ans, elles visent à moduler l’environnement immunologique des tumeurs. Les 
approches sont multiples, actives ou passives, mais toutes visent à créer ou amplifier une 
réaction immunitaire adaptative cytotoxique spécifique des antigènes tumoraux.   
1. Immunothérapie  
a. Substituer une RI anti-tumorale défaillante 
La greffe de moelle allogénique est une approche substitutive. Elle a été la première 
immunothérapie efficace dans le traitement de pathologies hématologiques malignes, comme 
le lymphome ou la leucémie.  Son principe repose sur l’injection de moelle osseuse d’un 
individu immunocompétent sain à un patient leucémique dont les cellules hématopoïétiques ont 
été détruites par une chimiothérapie dite d’intensification. Ainsi, les cellules souches 
hématopoïétiques greffées vont s’éduquer face aux antigènes portés par les cellules 
leucémiques et permettre ainsi la réaction du greffon anti-leucémique (GVL). La greffe de 
moelle s’accompagne également de fortes toxicités issues de la réaction des LT du greffon 
contre les antigènes d’histocompatibilité du receveur (réaction du greffon contre l’hôte GVH).  
Une autre approche substitutive a été d’utiliser directement les LT infiltrant les tumeurs 
comme arme thérapeutique. L’équipe de S. Rosenberg a ainsi mis en évidence, avec une 
stratégie de transfert de LT autologues, des réponses complètes durables chez des patients 
atteints de mélanome métastatique (Rosenberg et al. 2011). Malgré des résultats très 
encourageant, cette approche thérapeutique reste limitée à ce jour du fait de la nécessité d’avoir 
accès à la tumeur du patient et d’en pratiquer de longues cultures cellulaires ex vivo.  
La dernière approche substitutive, est appelée « chimeric antigen receptor T » ou CAR-
T. Elle consiste en la purification de LT du sang périphérique et l’introduction d’un récepteur 
reconnaissant un antigène tumoral. De nombreuses études ont mis en évidence des réponses 
très encourageantes dans le traitement de leucémie et autres cancers (Maude et al. 2014).   
b. Activer une RI anti-tumorale 
Cette approche est directement issue des constatations de W B. Coley et de ses essais 
d’immunothérapie à base de bactéries tuées. A ce jour, la seule stratégie validée reste la BCG 
thérapie dans la prise en charge des cancers superficiels récidivants de la vessie. En 1980, 
l’injection de cytokines activatrices des LT a permis d’obtenir des résultats très encourageant 
dans la prise en charge de nombreux cancers. Ainsi, l’IFN-g a été utilisé dans le traitement des 
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leucémies, de myélomes et de mélanomes. L’IL-2, utilisée à forte dose, a également conduit à 
des résultats spectaculaires dans le mélanome et le cancer du rein mais au prix d’une toxicité 
importante, entraînant l’abandon de son utilisation (Rosenberg 2014).   
Enfin, de multiples approches de vaccinations thérapeutiques ont été analysées avec des 
résultats souvent décevants. Cependant, les résultats positifs de certaines stratégies de 
vaccination thérapeutique, comme la vaccination de cellules dendritiques autologues pulsées 
avec un antigène de prostate, incitent à poursuivre les études de vaccination thérapeutique. 
L’essor de cette stratégie sera probablement basé sur des études de combinaison, notamment 
avec des inhibiteurs de checkpoint. 
c. Développer une RI anti-tumorale : les checkpoints inhibiteurs  
Les LT peuvent exprimer physiologiquement des récepteurs inhibiteurs à leur surface 
dans des situations d’activation chronique. La rencontre de ces récepteurs avec leur ligand va 
entraîner une inhibition du signal 1 et 2 ce qui aura pour conséquence l’arrêt de l’activation et 
ou de la prolifération des LT cytotoxiques. Ces checkpoints inhibiteurs sont présents sur les LT 
infiltrant la tumeur, et leurs ligands sont exprimés par les DC et les cellules tumorales elles-
mêmes (Drew M. Pardoll 2012). Ainsi, l’utilisation d’anticorps bloquant l’interaction d’un 
checkpoint inhibiteur avec son ligand est en train de révolutionner le traitement de nombreux 
cancers en induisant des réponses complètes et surtout durables chez des patients atteints de 
mélanomes, de cancers du poumon et beaucoup d’autres tumeurs solides. L'approbation du 
premier ICP dirigé contre le CTLA-4, Ipilimumab, a suscité un nouvel espoir pour les patients 
atteints de mélanome à un stade avancé. Les inhibiteurs de PD-1 ont également élargi cet arsenal 
thérapeutique notamment dans le mélanome, mais aussi dans les cancers du poumon non à 
petites cellules et le carcinome rénal. Ces deux premières familles d’ICP ont donc montré 
une efficacité dans de multiples types de cancers avancés. De nombreux essais cliniques testent 
actuellement l'efficacité d’autres ICP tels LAG-3 et TIM-3, mais aussi celle de combinaisons 
thérapeutiques. Cependant, de nombreuses limites entravent ces développements notamment 
des effets indésirables de grade III – IV, mais également l’absence de biomarqueur prédictif. 
Cependant, cette approche thérapeutique reste une des meilleures avancées en thérapeutique 
anti-cancer depuis des années et constitue un espoir majeur pour la prise en charge de nombreux 
cancers.  
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2. Impact des thérapeutiques conventionnelles sur la réponse immunitaire anti-
tumorale : effet « off et on target »  
a. Chimiothérapie, Radiothérapie  
Il est à ce jour clairement établi que le microenvironnement immunitaire péri-tumoral 
joue un rôle important dans la réponse aux traitements dits conventionnels. G. Kroemer et L. 
Zitvogel ont défini le concept de mort immunogénique induite par certaines thérapies 
conventionnelles (Kroemer et al. 2013). Ainsi les chimiothérapies à base d’anthracycline ou 
d’oxaliplatine, et la radiothérapie induisent une apoptose des cellules tumorales qui, par un 
mécanisme impliquant l’exposition membranaire de la calréticuline et l’activation des cellules 
dendritiques intra tumorales, aboutit à l’éducation et l’activation des LT anti-tumoraux qui 
peuvent contrôler la tumeur. L’équipe de G. Kroemer a ainsi publié en 2012 et 2016, à la suite 
de ses nombreux travaux, une synthèse des effets d’immunomodulation induits par les 
traitements conventionnels tels que la chimiothérapie et la radiothérapie.    
b. Thérapies ciblées  
 Les effets immunomodulateurs des thérapies ciblées, utilisées en cancérologie, peuvent 
être « on-target » traduisant une interaction entre le traitement et les cellules tumorales, et « off-
target » traduisant une interaction entre le traitement et les cellules immunitaires. Les effets 
immunomodulateurs des thérapies ciblant l’EGF, l’angiogenèse et les anticorps monoclonaux 
sont à ce jour bien connus.  
 L’effet « on-target » correspond à l’augmentation de l’immunogénécité, induite par les 
traitements, de la cellule tumorale. Deux mécanismes ont été à ce jour décrits. Le premier 
correspond à l’augmentation de l’antigénicité tumorale entraînant ainsi la reconnaissance de cet 
antigène par les composants de la réponse immunitaire adaptative. Le second mécanisme 
correspond à la capacité du traitement à induire un relargage optimal de DAMP (damage 
associated molecular paterns) et par conséquent induire une réponse immunitaire.  
L’effet « off-target » correspond à l’action directe des thérapies ciblées sur les acteurs de 
la RI. Il peut s’agir d’une action sur les cellules effectrices, comme les NK et les LT CD8 
cytotoxiques ou sur les cellules immunosuppressives, comme les Treg ou les MDSC. 
L’amélioration constante de la compréhension des effets des thérapies ciblées sur les cellules 
immunitaires permettra d’aboutir à un renforcement du rationnel dans l’utilisation de 
combinaison thérapeutique, notamment avec des stratégies d’immunothérapie, afin d’obtenir 
une meilleure efficacité anti tumorale.  
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HYPOTHESE et OBJECTIFS  
Les inhibiteurs de mTOR (mTORi) sont utilisés dans plusieurs domaines thérapeutiques, 
comme la transplantation et la cancérologie. En transplantation, les mTORi permettent la 
prévention du rejet de greffe en induisant une immunosuppression via l’inhibition de 
l’activation lymphocytaire T et la promotion des lymphocytes Treg. En cancérologie, le 
développement des mTORi a été basé sur leur action antiproliférative et antiangiogénique. Or, 
l’immunosuppression et la tolérance immunitaire nécessaires à la prévention du rejet de greffe 
sont délétères pour la réponse immunitaire anti-tumorale (Gaumann, Schlitt, et Geissler 2008). 
En effet, l’incidence des cancers est fortement augmentée chez les transplantés, chez qui le 
cancer est aujourd’hui la première cause de mortalité, confirmant la théorie d’un défaut général 
d’immunosurveillance à l’origine de cet excès de cancers.  
En revanche, de nombreux travaux ont mis en évidence que certains effets immunologiques 
des mTORi seraient favorables à une RI anti-tumorale. Contrairement aux autres 
immunosuppresseurs utilisés en transplantation, des données expérimentales et cliniques 
concordantes ont montré que l’utilisation des mTORi diminuait la survenue de tumeurs, la 
croissance tumorale et la dissémination métastatique (Alberú et al. 2011; Campistol et al. 2006; 
Euvrard et al. 2012). Des travaux récents ont mis en évidence que la conversion d’un traitement 
à base de calcineurine en mTORi permet une restauration des réponses T anti-tumorales 
réduisant ainsi le risque de carcinomes épidermoïdes (Crespo et al. 2017b). Ces données 
suggèrent donc que les mTORi auraient un double effet sur le système immunitaire.  Cependant, 
l’impact d’une inhibition de la voie mTOR sur l’immunité anti-tumorale chez les patients 
atteints de cancer reste peu connu.  
A partir d’une observation clinique chez une patiente atteinte d’un cancer du rein 
métastatique traitée par éverolimus, nous avons mis en évidence, une corrélation entre les 
réponses immunitaires et l’efficacité thérapeutique. Ainsi, nous avons observé une forte réponse 
T anti-tumorale associée à un faible taux de Treg lors de la phase de contrôle de la maladie au 
7ème mois. A l’inverse, lors de la progression de la maladie sous éverolimus, ces deux 
paramètres ont inversement évolué (Thiery-Vuillemin et al. 2014). Ainsi, notre hypothèse était 
que l’efficacité des mTORi dépendrait non seulement de leur effet antiprolifératif sur les 
tumeurs, mais également de la modulation de l’immunité T anti-tumorale qu’ils induisent.  
 
Afin de confirmer l’hypothèse, mon travail de thèse a consisté à l’étude des réponses 
immunitaires T anti-tumorales au sein d’une cohorte de patients atteints de cancer du rein 
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métastatique en cours de traitement par éverolimus. De plus, des modèles in vitro et in vivo ont 
été utilisés afin d’affiner la compréhension de l’implication de l’immunité adaptative T dans 
l’efficacité des mTORi.  
Par ailleurs, il a été clairement établi que la voie mTOR jouait un rôle essentiel dans la 
génération des LT CD8 effecteurs mémoires. Ainsi, dans la seconde partie de mon projet de 
thèse j’ai évalué l’intérêt de combiner les mTORi à des vaccins thérapeutiques anti-cancer. 
 
Les objectifs de la première partie :  
- Etudier la modulation des Treg dans le sang de patients traités par éverolimus.  
- Analyser les fonctions suppressives des Treg après exposition à l’éverolimus.	
- Etudier l’impact de l’éverolimus sur les réponses Th1 spécifiques de tumeur. 
- Déterminer l’implication de l’immunomodulation induite par l’éverolimus sur la survie 
des patients.  
- Etudier dans des modèles murins l’impact de l’immunité adaptative T CD4 et CD8 sur 
l’efficacité des mTORi.  
 
Les objectifs de la seconde partie :  
- Analyser l’efficacité de la combinaison mTORi et vaccination thérapeutique anti-
tumorale.  
- Etudier les réponses T CD8 mémoires induites par la combinaison.  
- Evaluer l’impact des Treg induits par les mTORi sur l’efficacité de la vaccination.  
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ARTICLE 1 : Rapalogs Efficacy Relies on the Modulation of Antitumor T-cell Immunity  
Beziaud Laurent*, Mansi Laura*, Ravel Patrice, Marie-Joseph Elodie, Laheurte Caroline, 
Rangan Laurie, Bonnefoy Francis, Pallandre Jean-René, Boullerot Laura, Gamonet 
Clémentine, Vrecko Sindy, Queiroz Lise, Maurina Tristan, Mouillet Guillaume, Hon N Guyen 
Thiery, Curtit Elsa, Royer Bernard, Gaugler Béatrice, Bayry Jagadesh, Tartour Eric, Thiery-
Vuillemin Antoine, Pivot Xavier, Borg Christophe, Godet Yann, and Adotévi Olivier.  
 
* Contributed equally- Cancer Res. 2016 Jul 15;76(14):4100-12. 
 
Objectif :  
L’objectif principal de cet article a été d’étudier la modulation des réponses T au sein 
d’une cohorte de patients traités par éverolimus pour un cancer du rein métastatique et dans des 
modèles in vitro et in vivo.  
 
Méthode expérimentale :  
Nous avons analysé, au sein de la cohorte de 23 patients atteints d’un cancer du rein 
métastatique et traités par éverolimus, deux paramètres de la réponse CD4, le taux de Treg et la 
réponse Th1 anti tumorale (anti-télomérase TERT). L’évaluation de la présence naturelle de la 
réponse Th1 anti-TERT chez les patients a été réalisée par Elispot-IFNy après 8 à 10 jours de 
sensibilisation in vitro par les peptides dérivés de la télomérase restreints à l’HLA-DR. L’étude 
de la modulation de la réponse Th1 et du taux de Treg a été réalisée avant introduction du 
traitement puis tous les deux mois jusqu’à progression de la maladie. Un modèle mathématique 
basé sur le taux de variation précoce (2 mois après introduction du traitement) des réponses Th1 
anti-TERT et LTreg a été utilisé pour évaluer le lien entre modulation de la réponse immunitaire 
T induite par les mTORi et efficacité clinique du traitement.   
 Dans des modèles in vitro, la fonction immunosuppressive des Treg induits par les 
mTORi a été évaluée. Les capacités d’inhibition de la prolifération des LT (marqués par du 
CFSE) par les Treg, préalablement exposés aux mTORi, ont ainsi été analysé lors d’expérience 
de co-culture. La production cytokinique des LT activés mis en présence des Treg, traités pas 
éverolimus, a également été analysée par la technique ELISA. Enfin, des expériences de 
transwell ont été réalisé afin de caractériser les propriétés immunosuppressives des Treg exposés 
aux mTORi.   
 Les modèles in vivo nous ont permis d’analyser, sur différents modèles tumoraux, le 
lien entre cette modulation de la réponse T anti-tumorale et l’efficacité des mTORi. Nous avons 
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ainsi utilisé des expériences de déplétion lymphocytaire et également des expériences sur des 
souris transgéniques DEREG permettant la déplétion spécifique des Treg après injection de la 
toxine diphtérique.   Les modèles in vivo nous ont également permis d’évaluer l’intérêt de 
combiner les mTORi avec des traitements bloquant les Treg, tels que le sunitinib ou un agoniste 
du CCR4.  
Résultats : 
Les résultats au sein de la cohorte de 23 patients atteints d’un cancer du rein métastatique 
traités par éverolimus ont montré une augmentation concomitante des Treg et de la réponse Th1 
anti-TERT chez la plupart des patients. De plus, les patients présentant une diminution de la 
variation des Treg et simultanément une augmentation de la variation de la réponse Th1 anti 
TERT présentaient une meilleure survie sans progression par rapport aux patients dont les 
paramètres immunologiques ne variaient pas ou variaient dans une même direction (PFS 13.2 
vs 8 vs 4.2 mois p=0.02). Cependant au moment de la progression, les analyses ont montré une 
expansion des Treg et à un effondrement des réponses Th1 anti-TERT chez la majorité des 
patients. De plus, l’impact du traitement sur les Treg et la réponse Th1 n’était pas influencé par 
la pharmacocinétique du médicament.  
 Nos résultats ont montré que l’éverolimus induit chez les patients une augmentation des 
Treg dits naturels (ou d’origine thymique) FOXP3+ Helios+ et sur exprimant également CTLA4 
et ICOS. De plus, les Treg exposés à l’éverolimus inhibent plus fortement la prolifération T et 
la production de cytokines Th1 que les Treg non exposés. Ces données suggèrent donc que le 
blocage de mTOR par éverolimus augmente non seulement le nombre de LTreg mais également 
leur capacité fonctionnelle. De plus, les expériences de transwell ont permis de démontrer que 
la propriété suppressive des Treg préalablement exposés aux mTORi était contact-dépendante.  
  Enfin, l’effet délétère des Treg exposés aux mTORi a été confirmé dans les modèles 
murins par les différentes approches utilisées. Chez les souris DEREG, la déplétion 
conditionnelle des Treg après injection de la toxine diphtérique a montré que la présence de Treg 
in vivo altérait, de façon significative, l’efficacité anti-tumorale des mTORi par un mécanisme 
impliquant l’inhibition des réponses T anti tumorales.  
Conclusion :  
      Ces premiers résultats ont montré pour la première fois le rôle de l’immunité T anti tumorale 
sur l’efficacité des mTORi utilisés en cancérologie. Cette étude souligne l’intérêt de prendre en 
compte la modulation de ces réponses immunitaires afin d’améliorer l’efficacité thérapeutique 
des mTORi.  
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Article 2 : CCR4 antagonist plus mTOR inhibitors increase antitumor effect of cancer 
vaccine 
 
Beziaud Laurent*, Mansi Laura*, Boullerot Laura, Marie-Joseph Elodie, Rangan Laurie, 
Bayry Jagadesh, Borg Christophe, Godet Yann, Tartour Eric and Adotévi Olivier.  
 
* Contributed equally- Soumission Octobre 2017 – Co Premier Auteur  
 
Objectif :  
L’objectif principal de cette étude a été d’explorer l’effet positif des mTORi, 
l’éverolimus et le temsirolimus, sur le système immunitaire afin d’optimiser les 
immunothérapies anti-tumorales telles que la vaccination.  
  
Méthode expérimentale :  
Dans cette étude, nous avons utilisé deux modèles murins, le modèle CD57BL/6NCrL 
et le modèle DEREG.  
Dans un premier temps, nous avons analysé l’impact de la combinaison mTORi et 
vaccination thérapeutique sur la réponse immunitaire induite par celle-ci. L’étude de l’influence 
des mTORi sur cette réponse immunitaire a été réalisée sur deux modèles tumoraux. Le premier 
modèle était le modèle TC-1 (tumeur épithéliale pulmonaire murine) exprimant les protéines 
HPV-16 E6-E7 et le second, le modèle exprimant l’ovalbumine mélanome-B16-OVA. 
L’évaluation de la réponse immunitaire a été réalisée en immunisant les souris, soit avec le 
peptide G15F en combinaison avec le CpG-IFA (pour le modèle TC-1), soit avec la sous-unité 
de la toxine Shiga associée à l’albumine (STxB-OVA) en combinaison avec l’alpha-GalCer 
(pour le modèle B16-OVA). 
Dans un second temps, basé sur les résultats de nos premiers travaux, nous avons 
analysé l’intérêt d’une déplétion des Treg (induit par les mTORi) lors de cette combinaison 
thérapeutique mTORi-vaccination tumorale. Deux stratégies ont ainsi été utilisées, la première 
à l’aide du modèle DEREG et la toxine diphtérique permettant une déplétion des Treg. Et la 
seconde, en combinant à la stratégie thérapeutique un antagoniste du CCR4.  
 
Résultats :  
Les résultats de ces travaux ont montré, comme chez les patients, une augmentation de 
l’efficacité anti tumorale de la vaccination thérapeutique en combinant les mTORi à une 
stratégie vaccinale. En effet, l’adjonction du traitement par éverolimus ou temsirolimus à la 
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vaccination thérapeutique a permis, sur les deux modèles tumoraux, une diminution 
significative de la croissance tumorale associée à une augmentation de la réponse T CD8 
spécifique induite par la vaccination. De plus, l’analyse phénotypique de cette réponse T CD8 
spécifique a mis en évidence une augmentation de l’expression caractéristique de la réponse T 
CD8 mémoire centrale (CD62L+CD127+) et précurseur (CD127+KLRG1lo).  
Enfin, les stratégies permettant une déplétion des Treg ont permis de démontrer l’montré 
une augmentation de l’efficacité de la combinaison du temsirolimus avec la vaccination 
thérapeutique, par des mécanismes impliquant la diminution du taux des Treg et l’augmentation 
des LT CD8 spécifiques dans la rate et la tumeur des souris greffées.  
 
Conclusion :  
	
Ces travaux montrent que les mTORi utilisés en cancérologie, l’éverolimus et le 
temsirolimus, potentialisent l’efficacité anti-tumorale d’une vaccination thérapeutique. De plus, 
ces résultats confirment l’intérêt d’une déplétion des Treg lors d’un traitement par mTORi.  
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CCR4 antagonist plus mTOR inhibitors increase antitumor effect of cancer vaccine 
Beziaud Laurent*, Mansi Laura*, Boullerot Laura, Marie-Joseph Elodie, Rangan Laurie, 
Bayry Jagadesh, Borg Christophe, Godet Yann, Tartour Eric and Adotévi Olivier.  
 
 
Corresponding author:  
Olivier Adotévi, MD, PhD 
Head of team TIMC INSERM UMR1098  
EFS Bourgogne Franche-Comté, 8, rue du Docteur JF-Xavier Girod BP 1937 25020 Besançon 
Cedex France. Phone: +33 3 70 63 22 12 Fax: +33 3 70 63 24 31 
E-mail: olivier.adotevi@univ-fcomte.fr 
 
Conflict of interest: The authors have declared that no conflict of interest exists.  
 
Abstract: 202 words 
Word count: 4264 (without references) 
Number of figures: 5 + 3 supp 
Number of references: 43 
  
	
	 80	
ABSTRACT 
The past few years have demonstrated great progress in the field of tumor 
immunotherapy through agents that address mechanisms of immune escape. Exploiting the 
immunomodulatory properties of conventional anticancer drugs to improve cancer 
immunotherapy is gaining considerable interest. In this way, inhibiting mTOR with rapamycin 
is a promising tool to induce functional memory CD8 T cells. In this study, we investigated the 
impact of the anticancer rapalogs temsirolimus on vaccine-induced antitumor CD8 T cell 
responses. We demonstrated that temsirolimus enhanced the antitumor efficacy of therapeutic 
cancer vaccines. Using the melanoma B16-OVA and the lung epithelial tumor cells TC-1 
murine cancer models, we showed that in vivo temsirolimus treatment after vaccination 
efficiently delayed tumor growth and increased tumor-specific CD8 T cells responses induced 
by vaccination. Furthermore, tumor-specific CD8 T cells induced by the bitherapy expressed 
higher phenotypic characteristics of central (CD127+CD62L+) and precursor (CD127+KLRG1-
) memory CD8 T cells than vaccination without rapalog. Finally, combining temsirolimus with 
a CCR4 antagonist to prevent from Tregs induced by mTOR inhibition considerably increased 
the antitumor efficacy of the cancer vaccines, by enhancing the tumor-specific CD8 T cells / 
Tregs ratio. Taken together, this study highlights the potential to associate anticancer rapalogs 
with cancer vaccines to potentiate immunotherapies. 
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INTRODUCTION 
Cancer immunotherapy has made a significant impact on the treatment of cancer 
patients in recent years and has emphasized the role of immune responses in cancer prognosis 
(1,2). These recent successes have been translated into the rational design of new strategies 
aimed at improving adaptive antitumor T cell immunity, such as cancer vaccines, immune 
checkpoint blockade or adoptive transfer therapies (3). However, despite the remarkable 
clinical efficacy of these agents in a significant proportion of cancer patients, it has become 
clear that they are not sufficiently active for many patients (4). The promising results of cancer 
immunotherapy could be improved by finding a way to prevent tumor immune escape by 
strengthening memory T cell responses or relieving the immunosuppressive tumor 
microenvironment (5). Cumulative evidences support that the efficacy of nearly all of 
anticancer drugs currently prescribed to patients relies on their immunostimulatory side effects 
on host antitumor immunity (6). These observations suggest the alternative to use already-
approved anticancer treatments (such as chemotherapy or targeted therapies) with 
immunomodulatory properties to potentiate T cell-boosting strategies (7). 
The mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) is a conserved serine/threonine kinase involved 
in the regulation of cell growth, metabolism or apoptosis (8). Hyperactive mTOR signaling is 
prevalent in cancer cells (9) and the rapamycin analogs (rapalogs) temsirolimus and everolimus 
that inhibit mTOR pathway are approved for cancer treatment (10–12). Recently, we showed 
that in addition to their cytotoxic properties towards tumor cells proliferation, the in vivo 
rapalogs-mediated tumor suppressive efficacy drastically depends on CD8 T cells (13). More 
interestingly, we reported a dual effect of everolimus on host antitumor T cell immunity that 
differentially influences patients’ survival. Besides the promotion of suppressive FoxP3+ 
regulatory CD4 T cells (Tregs), mTOR inhibition in cancer patients also favors higher tumor-
specific T cell responses (13,14). 
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Indeed, mTOR also represents a key regulator of immune responses. Notably, this 
pathway is determinant for the differentiation, homeostasis, and functional regulation of T 
lymphocytes (15). Pioneer’s work from Araki and colleagues demonstrated that continuous 
administration of rapamycin in mice drastically improves antiviral CD8 memory responses 
(16). Extensive pre-clinical studies have now confirmed the fundamental role of mTOR in the 
memory CD8 T cell differentiation (17–19) and rapamycin has emerged as a very interesting 
tool for promoting the CD8 antitumor responses induced by therapeutic vaccines (17,20,21). 
Conversely, a recent study showed that rapamycin could be detrimental to the anti-E7 vaccine-
induced CD8 T cell function and migration within the tumor, in the particular TC-1 mouse 
model of cervical cancer (22). However, the association of the anticancer rapalogs with 
immunotherapies has only poorly been investigated (23,24). 
Surprisingly, rapamycin was discovered as an immunosuppressive drug and is 
principally prescribed to organ transplant patients to prevent graft rejection (25,26). In addition 
to a fundamental role in T cell activation, mTOR is determinant for CD4 T cell differentiation. 
The lack of mTOR in naïve CD4 T cells has been shown to promote preferentially Tregs to the 
detriment of Th1, Th2 or Th17 polarization (27,28). In line with this, we previously reported 
an increase of Tregs following mTOR inhibition in cancer patients and murine models, which 
was deleterious for antitumor T cell immunity and host’s survival (13). Interestingly, depleting 
Tregs by using an antagonist of CCR4, a receptor highly expressed on Tregs (29), improved the 
efficacy of temsirolimus treatment by relieving the suppressive impact of Tregs on the rapalogs-
induced antitumor T cells (13). 
Overall, these studies suggested that using chemotherapeutic or targeted therapies which 
impacts on adaptive T cell immunity could be a good strategy to improve cancer 
immunotherapy and led us to the hypothesis that in addition to their antiproliferative efficacy 
on tumor cells, the rapalogs temsirolimus or everolimus might enhance antitumor immune 
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responses induced by cancer vaccines. We report here that temsirolimus favors the 
differentiation of tumor-specific central memory CD8 T cells after in vivo immunization to 
effectively enhance the therapeutic efficacy of cancer vaccines. Our data support that 
combining temsirolimus with a CCR4 antagonist to deplete Tregs drastically improves the cancer 
vaccine efficacy and prompt the association of rapalogs with immunotherapies. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Mice and tumors 
Female C57BL/6NCrl, 6 to 8 weeks old, were purchased from Charles River 
Laboratories and housed under pathogen-free conditions. DEREG transgenic mice (30) were 
kindly provided by Dr. Perruche (INSERM UMR1098). All experimental studies were 
approved by the local ethics committee (#58) and the French Ministry of Higher Education and 
Research and were conducted in accordance with the European Union's Directive 2010/63. 
The murine lung epithelial tumor cells TC-1 expressing the HPV-16 E6-E7 proteins (31) and 
the melanoma-B16F10 cells transfected with ovalbumin (B16-OVA) were kindly provided by 
Prof. Tartour (INSERM U970). All cells were periodically authenticated by morphologic and 
histologic inspection, and animal grafting for assessing their ability to grow. Cells were 
regularly tested for mycoplasma using Myco Alert Kit (Lonza). 
Reagents 
Temsirolimus was provided by the Pharmacy unit of the University Hospital Minjoz 
(Besançon, France) and everolimus was kindly obtained from Novartis (Basel, Switzerland). 
STxB-OVA was kindly provided by Prof. Tartour (INSERM U970). STxB-OVA was obtained 
by the chemical coupling of OVA to the recombinant non-toxic Shiga toxin B-subunit variant 
according to previously described procedures (32). The synthetic HPV16 E7-derived peptide 
(E743-57: GQAEPDRAHYNIVTF, G15F) was purchased from ProImmune. The adjuvants 
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alpha-galactosylceramide (a-GalCer), CpG and incomplete Freund adjuvant (IFA) were 
purchased from Funakoshi, InvivoGen and Sigma-Aldrich, respectively. 
Tumor challenge and treatment 
C57BL/6NCrl mice were subcutaneously injected with 105 TC1 cells in 100 µL of saline 
buffer in the abdominal flank. C57BL/6NCrl or DEREG mice were subcutaneously injected 
with 2.105 B16-OVA cells in 100 µL of saline buffer in the abdominal flank. Tumor growth 
was monitored every 2 to 3 days using a caliper and mice were euthanized when tumor mass 
reached 300 mm2. When tumors reach 20 mm2, mice were vaccinated and treated with rapalogs 
according to a schedule described in each figure. 
Accordingly, mice were immunized twice subcutaneously (s.c.) with G15F peptide (100 µg for 
the first and 50 µg for the second injection) and CpG (30 µg) emulsified with IFA 
(volume/volume), or once intra-peritoneally (i.p.) with STxB-OVA (20 µg) in combination with 
a-GalCer (2 µg). 
To inhibit mTOR pathway, mice were treated either with 2 mg/kg of temsirolimus 
intraperitoneally or with everolimus administrated orally by gavage at 0.65 mg/kg. The rapalogs 
were used at concentrations based on the study of their pharmacokinetics in patients (33). Mice 
from control groups were injected with the solvent used to dissolve drugs. 
To study the implication of CD8 T cells on the antitumor effect of temsirolimus, mice 
were injected intraperitoneally before tumor graft then every 2 weeks with 200 µg of anti-CD8 
(clone 2.43) monoclonal depleting antibody (mAb) or with control rat IgG2b, both purchased 
from BioXcell. DEREG mice were injected intraperitoneally with 80 µg/kg of diphtheria toxin 
(Sigma-Aldrich) to deplete Tregs. Depletion efficiency was checked in the blood. The CCR4 
antagonist (AF399/420/18 025) provided by Dr. Bayry (INSERM U872) was injected 
intraperitoneally at 1.5 µg / 3 days. 
 
	
	 85	
Assessment of tumor-specific T cell responses 
The tumor-specific T cells were analyzed ex vivo in splenocytes and in tumor-infiltrating 
lymphocytes (TILs). TILs were recovered after tumor treatment with DNAse, hyaluronidase, 
and collagenase (Sigma-Aldrich). The OVA257–264 (SIINFEKL, SL8) Kb-Dextramer and E749-57 
(RAHYNIVTF, RF9) Db-Dextramer (Immudex) staining were used to quantify tumor-specific 
CD8 T cells. 
The production of IFNg by tumor-specific T cells was measured by an IFNg-ELISPOT 
Assay (Gen-Prob Diaclone). Briefly, splenocytes or TILs were incubated in an IFNg-ELISPOT 
plate in presence of SL8, G15F or RF9 peptides. Plates were incubated for 16 to 18 hours at 
37°C, and spots were revealed following the manufacturer’s instruction (Gen-Prob Diaclone). 
Spot-forming cells were counted using the “C.T.L. Immunospot” system (Cellular Technology 
Ltd.). 
Proliferation and degranulation of tumor-specific T cells were measured by flow 
cytometry. Proliferation of E7-specific T cells was monitored by analysis of Ki67 (SolA15, 
Thermofisher) intracellular expression after stimulation with G15F peptide for 4 to 6 hours and 
overnight incubation with GolgiPlug (BD Bioscience). Degranulation of T cells was monitored 
by analysis of CD107a (1D4B, BD Biosciences) expression after stimulation for 4 to 6 hours 
with SL8 or G15F peptide and GolgiStop (BD Biosciences). 
Flow Cytometry 
Tregs and CD8 T cells were analyzed by flow cytometry. TILs and splenocytes were 
stained with surface antibodies, fixed and permeabilized using Fixation/permeabilization buffer 
from eBioscience, and then stained with intracellular antibodies according to the 
manufacturer’s protocol. For the Tregs analysis, the following monoclonal antibodies with 
fluorescent conjugates were used: anti-CD3 (14A2), anti-CD4 (GK1.5), and anti-CD25 (3C7) 
were obtained from Biolegend and anti-FoxP3 (FJK-16s) was obtained from eBioscience. For 
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the CD8 T cells analysis, the following monoclonal antibodies with fluorescent conjugates were 
used: anti-CD3 (17A2), anti-CD8 (53-6.7) and anti-CD127 (A7R34) were obtained from 
Biolegend; anti-CD62L (MEL-14) and anti-KLRG1 (2F1) were obtained from eBioscience. 
Samples were acquired on a Facs Canto II (BD Biosciences) and analyzed with the Diva or 
FlowJo softwares. 
Statistical analysis 
Data are presented as means +/- SEM. Statistical comparison between groups was based 
on Student t test using Prism 6 GraphPad Software (San Diego, CA). Mice survival was 
estimated using the Kaplan-Meier method and the log-rank test. P values lower than 0.05 (*) 
were considered significant. 
 
RESULTS 
Temsirolimus treatment increases STxB-OVA vaccine-induced antitumor efficacy by 
promoting functional CD8 T cells recruitment in the tumor site  
To evaluate the impact of rapalogs treatment on cancer vaccine efficacy, mice were 
grafted with the murine melanoma B16 expressing ovalbumin protein (B16-OVA), and then 
treated with temsirolimus combined to the STxB-OVA, a vaccine candidate which was 
previously shown to establish a protective CD8 T cell response against tumor (34) (Fig. 1A). 
Interestingly, temsirolimus treatment significantly increased the antitumor efficacy of STxB-
OVA vaccine by delaying tumor growth (P<0.05; Fig 1B and 1C). A similar experiment was 
performed in mice grafted with the lung epithelial tumor cells TC-1 expressing the HPV-16 E6-
E7 proteins, and then vaccinated twice with the HPV16 E7-derived peptide G15F in 
combination with temsirolimus (Supplementary Fig. S1). The results in the TC-1 model 
demonstrated a higher delay of tumor growth when G15F vaccine was administrated in 
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combination with temsirolimus (P<0.05; Supplementary Fig. S1). Accordingly, these data 
report a synergistic antitumor efficacy of combining temsirolimus with cancer vaccines. 
Furthermore, temsirolimus induced a drastic expansion of functional STxB-OVA-induced 
antitumor CD8 T cells both in the spleen (Fig. 1D and 1E) and in the tumor (Fig. 1F and 1G). 
Then, an in vivo CD8 T cells depletion in B16-OVA-bearing mice treated with the combination 
therapy was performed in order to analyze more extensively the role of CD8 T cells during 
temsirolimus plus vaccine treatment. CD8 T cell depletion strongly decreased the antitumor 
efficacy of the combination strategy (P<0.05; Fig. 1H). Thus, these results demonstrate that 
temsirolimus treatment after a therapeutic vaccination greatly improves vaccine antitumor 
efficacy by a mechanism involving tumor-specific CD8 T cell promotion. 
 
Temsirolimus treatment during the expansion and the contraction immune phases 
enhances anti-OVA central memory CD8 T cells induced by STxB-OVA vaccine 
Fundamental work from Araki and colleagues demonstrated the role of mTOR in 
memory CD8 T cell differentiation. Indeed, mTOR inhibition with rapamycin during the 
expansion or the contraction phase of an antiviral immune response promotes the expansion or 
the central memory polarization of antiviral CD8 T cells, respectively. Accordingly, continuous 
rapamycin administration increases both the quantity and the quality of the memory CD8 T 
cells (16). To characterize the memory phenotype of CD8 T cells induced by rapalog treatment 
after vaccination, we used the STxB-OVA vaccine model (Fig. 2A). OVA-specific memory 
CD8 T cells generated in the presence of temsirolimus expressed higher levels of CD127, 
CD62L, and a lower level of KLRG1 compared to control mice (Fig. 2B). Thus, temsirolimus 
resulted in the induction of a higher number of OVA-specific CD8 T cells with the phenotypic 
characteristics of precursor (CD127+KLRG1) and central (CD127+CD62L+) memory T cells 
(P<0.05; Fig. 2C).  
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A higher dose of rapalogs was also evaluated to analyze the impact of a stronger mTOR 
inhibition on the vaccine-induced CD8 T cells (Fig. 2D). This higher dose of temsirolimus (4.5 
mg/kg instead of 2 mg/kg) or everolimus treatment (daily administrated at 0.65 mg/kg) 
drastically increased the percent of OVA-specific CD8 T cells found in the spleen 24 days post 
vaccination (Fig. 2E). We also observed that the high dose of temsirolimus increased 
significantly the number of OVA-specific CD8 T cells with the precursor memory and central 
memory phenotypic characteristics (P<0.05; Fig. 2F and 2G). Furthermore, the number of 
OVA-specific CD8 T cells able to degranulate and to produce IFNg in response to OVA257-264 
peptide increased significantly after temsirolimus treatment (P<0.05; Fig. 2H and 2I). 
Collectively, these results report that anticancer rapalogs are greatly efficient to promote 
functional memory characteristics of antigen-specific CD8 T cells induced by vaccination. 
 
Tregs expansion after temsirolimus treatment limits the antitumor effect of combining 
rapalogs with anticancer vaccines 
Our previous study showed that mTOR inhibition in cancer patients and in murine 
models led to an increase of Tregs which altered the antitumor CD8 T cell response (13). 
Similarly here, temsirolimus administration after STxB-OVA vaccine induced an increase of 
Tregs within the tumor (Supplementary Fig. S2). These results led us to the hypothesis that Tregs 
from rapalogs-treated mice might alter the vaccine-induced antitumor CD8 T cell response. 
Thus, to study the role exerted by Tregs during rapalogs treatment after cancer vaccines, we used 
DEREG mice which allow to selectively deplete Tregs after injection of diphtheria toxin (30). A 
higher delay of B16-OVA growth occurred in STxB-OVA-vaccinated and temsirolimus-treated 
mice followed by diphtheria toxin injection. This delay occurred at day 30, corresponding to 
Tregs elimination in vivo 3 days after first toxin injection (Fig. 3A and 3B). Similar results were 
observed using the TC-1 tumor model in DEREG mice vaccinated with G15F peptide (Fig. 3C 
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and 3D). Furthermore, we observed that Tregs ablation during temsirolimus treatment induced a 
higher expansion of functional E7-specific CD8 T cells after G15F vaccination, both in the 
spleen and in the tumor (Fig. 3E and 3F). Accordingly, these results suggest that the rapalogs-
induced Tregs alter the antitumor T cell efficacy of combining rapalogs with therapeutic cancer 
vaccines. 
 
CCR4 antagonist decreases Tregs and promotes the efficacy of STxB-OVA vaccine plus 
temsirolimus by enhancing tumor-specific CD8 T cells 
We have previously shown that in vivo administration of CCR4 antagonist, a 
competitive class of Treg inhibitor, was efficient to improve the antitumor efficacy of 
temsirolimus treatment in B16-OVA-grafted mice (13). Moreover, the induction of a strong 
antitumor CD8 T cell response by STxB-OVA vaccine was reported when associated with the 
CCR4 antagonist (35). Accordingly, here we evaluated in vivo the tri-therapy strategy of 
combining vaccine plus rapalog plus CCR4 antagonist. Firstly, B16-OVA-bearing mice were 
vaccinated with STxB-OVA and then treated with temsirolimus and CCR4 antagonist. As 
depicted in Fig. 4A and 4B, concomitant injection of temsirolimus plus CCR4 antagonist after 
STxB-OVA vaccination efficiently delayed the B16-OVA growth, and improved mice survival 
(Fig. 4C). Thus, these results underline the potential of associating a Treg blocking agent with 
rapalog to improve anticancer vaccines antitumor efficacy. 
Furthermore, mice treated with the tri-therapy showed a significant decrease of Tregs both in the 
tumor (P<0.05; Fig. 5A) and in the spleen (P<0.05; Fig. 5B) associated with a high number of 
anti-OVA CD8 T cells within the TILs (P<0.05; Fig. 5C) and the spleen (P<0.05; Fig. 5D). 
Consequently, the OVA-specific CD8 T cells / Tregs ratio was significantly increased in the 
tumor (P<0.05; Fig. 5E) and in the spleen (P<0.05; Fig. 5F). Secondly, similar delay in tumor 
growth was observed using G15F peptide vaccination in TC-1-bearing mice treated with 
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temsirolimus and CCR4 antagonist (Supplementary Fig. S3). Tri-therapy strategy promotes the 
expansion of E7-specific CD8 T cells and the increase of E7-specfic CD8 T cells / Tregs ratio. 
Interestingly, we showed that treatment with CCR4 antagonist increased functional properties 
of both tumor-specific CD4 and CD8 T cells induced by vaccination in presence of 
temsirolimus. Indeed, the tri-therapy increased proliferation and degranulation of E7-specific 
T cells (Supplementary Fig. S3). Altogether, these results show the ability of anticancer 
rapalogs to increase the efficacy of cancer vaccines and highlight the interest to combine this 
strategy with Tregs inhibition. 
 
DISCUSSION 
Exploiting the immunomodulatory properties of chemotherapeutic or targeted 
anticancer drugs to improve cancer immunotherapy is gaining considerable interest (7). The 
rapalogs everolimus and temsirolimus are two mTOR inhibitors approved as antiproliferative 
drugs in several cancers (8). Interestingly, recent findings demonstrate that in addition to their 
direct cytotoxic effect on tumor cells, rapalogs’ antitumor efficacy importantly relies on 
adaptive T cell immunity, which prompt their association with immunotherapies (13). In this 
study, we reported that these anticancer rapalogs drastically potentiate the antitumor efficacy 
of cancer vaccines, by inducing a modulation of antitumor memory CD8 T cell responses. 
Although cancer immunotherapy was proclaimed a breakthrough (1), clinical benefit is 
not reached in a proportion of cancer patients, and strategies to strengthen antitumor immune 
responses are currently a major search area (5). Several clinical trials are actually evaluating 
the potential synergy between therapeutic cancer vaccines and targeted anticancer drugs 
(36,37). For example, pre-clinical studies have shown that the antiangiogenic sunitinib can 
promote the expansion of vaccine-induced antitumor CD8 T cells (38). A recent report 
demonstrated an enhanced antitumor immunity following combination of rapamycin and PD-
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L1 checkpoint inhibition in a syngeneic carcinoma model (39). However, despite the 
remarkable clinical efficacy of checkpoint inhibitor treatments in a significant proportion of 
cancer patients, it has become clear that they are not sufficiently active for many patients, and 
suggest their combination with active immunotherapies. To analyze the in vivo impact of 
anticancer rapalogs treatment on therapeutic cancer vaccine efficacy, we used two mouse tumor 
models and two vaccine models. In both melanoma B16-OVA and lung epithelial tumor cells 
TC-1, temsirolimus increased the antitumor efficacy of STxB-OVA and E7-derived peptide 
vaccines, respectively. Interestingly, administration of temsirolimus after vaccination promotes 
high expansion of tumor-specific CD8 T cells within the tumor supporting a synergistic 
antitumor efficacy of combining the two strategies. A similar observation has recently been 
reported by Wang and colleagues, using a prophylactic DC-based vaccination combined to 
temsirolimus in the B16 melanoma model (24). Therefore, these observations prompt the 
association of anticancer rapalogs with therapeutic vaccines. 
In addition, we analyzed the memory phenotype of tumor-specific CD8 T cells after 
vaccination in presence of rapalogs. As we have previously shown that temsirolimus can by 
itself promote a natural T cell response toward tumors (13), we used here the STxB-OVA 
vaccine model in tumor-free mice, which allows to specifically study and to easily follow the 
CD8 T cells induced only by vaccination. Our results demonstrated that a continuous 
temsirolimus administration during both the expansion and the contraction phases of the 
immune response is efficient to induce a high quality of memory CD8 T cells. Thus, in addition 
to increasing CD8 T cytotoxic functions, temsirolimus stimulated the memory differentiation 
program resulting in a higher number of OVA-specific CD8 T cells with the phenotypic 
characteristics of highly functional memory T cells. They displayed the phenotypic pattern of 
precursor memory (CD127+KLRG1-, which are more resistant to apoptosis during the 
contraction phase) and central memory (CD62L+CD127+) CD8 T cells. Thus, these 
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observations suggest that the synergistic antitumor efficacy of rapalogs plus cancer vaccines 
relies on the induction of an efficient tumor-specific memory CD8 T cells. These results 
strengthen the work of Araki and colleagues, who used rapamycin during an antiviral CD8 T 
cell immune response to enhance memory differentiation (16). Their pioneers’ works led to the 
interest to combine rapamycin with therapeutic vaccines in several pre-clinical studies 
(17,20,21), and several clinical studies are currently evaluating the combination between NY-
ESO-1 vaccination and rapamycin (NCT01536054 and NCT01522820). However, as clinical 
development of rapamycin as an anticancer agent was hampered by unfavorable 
pharmacokinetic properties (40), the already approved in cancer patients temsirolimus and 
everolimus drugs are promising candidates to potentiate the antitumor efficacy of therapeutic 
vaccines. 
Studies in murine models have previously reported that a high dose of rapamycin (600 
µg/kg daily) after an immunization was detrimental for the differentiation of memory CD8 T 
cells (16,22). In the present study, both treatment with temsirolimus at a normal or at a higher 
dose (2 mg/kg or 4.5 mg/kg every two days) were efficient to improve the efficacy of a cancer 
vaccine and to induce functional memory CD8 T cells after vaccination. These doses were 
calculated based on the pharmacokinetic of the drugs in cancer patients (33). Indeed, the dose 
of rapamycin prescribed to transplant patients is much lower than the dose of rapalogs given to 
cancer patients. The dose of administration of rapalogs in cancer patients depend on the cancer 
type, as for example everolimus is administrated daily at 10 mg and temsirolimus 25 mg weekly 
in metastatic renal cancer patients (10,11), whereas rapamycin is prescribed at 2 mg daily in 
transplant patients (41). Thus, our results suggest that the high dose of rapalogs used in cancer 
patients to block mTOR and inhibit tumor cell proliferation would not alter the induction of 
CD8 T cell responses by cancer vaccines. 
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Importantly, mTOR inhibitors should be used cautiously. Indeed, rapamycin is 
administrated in transplantation settings to generate an immunosuppressive environment (26), 
which could be harmful to cancer patients. Recently, a study reported an inhibitory effect of 
rapamycin on the antitumor efficacy of a CyaA-E7 vaccine derived from Bordetella pertussis 
and relatively similar to our vaccine model STxB-OVA. They observed in the TC-1 model a 
decrease of E7-specific T cell response associated to an increase of Tregs and MDSC recruitment 
within the tumor (22). Furthermore, we have previously reported that rapalogs-exposed Tregs 
can alter the antitumor T cells responses (13). In the present study, Tregs depletion in 
temsirolimus-treated DEREG mice induced an increase of the antitumor efficacy of a 
therapeutic vaccination. Interestingly, Tregs ablation after mTOR inhibition significantly 
promotes the expansion of tumor-specific CD8 T cells within the tumor, supporting an 
inhibitory effect of rapalogs-exposed Tregs on vaccine-induced CD8 T cells in vivo. A similar 
observation was made by Wang and colleagues in tumor-free mice, leading them to suggest 
combining rapalogs and therapeutic vaccines with a CD4 T cell depletion strategy for cancer 
treatment (24). However, depleting CD4 T cells would inhibit antitumor Th1 CD4 T cells, 
which have been shown to be increased after everolimus treatment in cancer patients and to be 
correlated with a good survival (13,14). Furthermore, CD4 T cells have a key role in CD8 T 
cell memory differentiation (42,43). In the present study, we chose to combine rapalogs 
treatment after therapeutic vaccination with a strategy that block Tregs in vivo. The antagonist 
of CCR4, a CCL17 and CCL22 chemokines receptor highly expresses on Tregs (29), has been 
previously shown to improve the antitumor efficacy of STxB-OVA vaccine (35). Furthermore, 
we recently demonstrated the benefit to combine rapalogs and the CCR4 antagonist (13). 
Interestingly, in both the B16-OVA and TC-1 models the CCR4 antagonist improved the 
antitumor efficacy of temsirolimus plus cancer vaccine, by enhancing the expansion of tumor-
specific T cells and more particularly, the antitumor CD8 T cells / Tregs ratio. 
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In conclusion, this study clearly indicates that anticancer rapalogs treatment promotes 
the antitumor efficacy of therapeutic cancer vaccines, by enhancing the vaccine-induced tumor-
specific memory CD8 T cells. Furthermore, combining this strategy with therapeutics targeting 
Tregs allows to both attenuate the immunosuppressive profile induced by rapalogs and preserve 
their T cell-boosting functions. Taken together, this study highlights the potential of anticancer 
rapalogs to improve immunotherapies and prompt their association with cancer vaccines. 
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Figure 1. Temsirolimus enhances the anti-tumor efficacy of STxB-OVA vaccine by 
promoting anti-OVA CD8 T cells induction. (A) Experimental scheme. C57BL/6NCrl mice 
(n=5/group) were grafted with B16-OVA and then vaccinated with STxB-OVA at day 14. Temsirolimus treatment 
(2 mg/kg) started 3 days after. (B) Tumor growth per mice in each group. (C) Tumor growth per group. (D) 
OVA257–264 Kb-dextramer staining in spleen at day 25. Representative splenocytes dot plots and percentage of 
OVA257–264-specific CD8 T cells. (E) Functional analysis of OVA257–264-specific CD8 T cells measured in the 
spleen by IFN-y ELISPOT. (F) OVA257–264 Kb-dextramer staining in tumor at day 25. Representative TILs dot 
plots and percentage of OVA257–264-specific CD8 TILs. (G) Functional analysis of OVA257–264-specific CD8 T cells 
measured in TILs by IFN-y ELISPOT. (H) B16-OVA–bearing C57BL/6 mice (n=5/group) depleted with anti-
CD8 were treated with STxB-OVA and temsirolimus. Tumor growth is shown. n=5mice/group were used and 
experiments were reproduced two times. *, P < 0.05 (Student t test). 
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Figure 2. Rapalogs induce functional tumor-specific central memory CD8 T cells. (A) 
Protocol scheme: C57Bl/6NCrl mice (n=5/group) were vaccinated with STxB-OVA in combination with 
temsirolimus (2 mg/kg) during both expansion and contraction phase of the immune response and then the OVA-
specific CD8 T cells were analyzed. (B) ex vivo OVA-specific CD8 T cells phenotype analysis in spleen. (C) 
KLRG1-CD127+ and CD62L+CD127+ OVA-specific CD8 T cells phenotypic analysis. Representative dot plots 
(left) and percentage (right). (D) Protocol scheme: C57Bl/6NCrl mice (n=5/group) were vaccinated with STxB-
OVA in combination with high dose temsirolimus treatment (4.5 mg/kg) or everolimus (0.65 mg/kg/day) during 
both expansion and contraction phase of the immune response (E) (left) ex vivo OVA257–264 Kb-dextramer 
representative dot plots and (right) percentage of OVA257–264-specific CD8+ T cells. (F) Phenotype analysis of 
OVA257–264-specific CD8+ T cells. (G) KLRG1-CD127+ and CD62L+CD127+ OVA-specific CD8 T cells 
phenotypic analysis. (H) CD107a staining. representative dot plot (left) and percentage (right). (I) ex vivo 
functional analysis of OVA257–264-specific CD8+ T cells measured in the spleen by IFNg-ELISPOT. Results 
represent 2 independent experiments. Values shown correspond to means +/- SEM. *, P<0.05; **, P<0.01; ***, 
P<0.001 (Student t test). 
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Figure 3: Effects of conditional Tregs removal during rapalogs plus therapeutic vaccine 
treatments. DEREG mice (n=5/group) were grafted with B16-OVA and then treated with STxB-OVA and 
temsirolimus. Tumor growth per mice (A) and comparison of tumor growth per group (B). DEREG mice (n=5-
8/group) were grafted with TC-1 and then treated with G15F and temsirolimus. (C) Tumor growth per mice and 
(D) comparison of tumor growth per group. (E) Percentage of E749-57 Db-dextramer CD8 T cells in spleen and 
TILs at day 30. (F) Functional analysis of E749-57 specific CD8 T cells by IFNg-ELISPOT at day 30 in the spleen 
and in tumor after stimulation with G15F or R9F peptide. Experiments were reproduced two times. Values shown 
correspond to means +/- SEM. *, P < 0.05 (Student t test). 
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Figure 4. CCR4 antagonist improves antitumor efficacy of STxB-OVA vaccine plus 
temsirolimus. B16-OVA-bearing C57BL/6NCrl mice (n=5/group) were vaccinated with STxB-OVA and then 
treated with temsirolimus and CCR4 antagonist. (A) Tumor growth per mice in each group. (B) Tumor growth per 
group.  (C) Kaplan–Meier curves for survival of mice. (D) Ex vivo OVA257–264 Kb-dextramer staining and (E) Tregs 
staining in the tumor. (F) OVA-specific CD8 T cells / Tregs ratio in tumor at day 25. Experiments were reproduced 
two times. Values shown correspond to means +/- SEM. *, P < 0.05 (Student t test). 
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Figure 5. CCR4 antagonist associated to temsirolimus decreases Tregs and promotes OVA-
specific CD8 T cell induced by STxB-OVA. B16-OVA-bearing C57BL/6NCrl mice (n=5/group) were 
vaccinated with STxB-OVA and then treated with temsirolimus and CCR4 antagonist. Tregs staining in (A) the 
tumor and (B) the spleen. (C) Ex vivo OVA257–264 Kb-dextramer staining among TILs and (D) splenocytes. (E) 
OVA-specific CD8 T cells / Tregs ratio at day 25 in tumor and (F) in the spleen. Experiments were reproduced two 
times. Values shown correspond to means +/- SEM. *, P < 0.05 (Student t test). 
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Supplementary Figure 1. Temsirolimus enhances the anti-tumor efficacy of G15F vaccine. 
Experimental scheme. C57BL/6NCrl mice (n=5/group) were grafted with TC-1 and then vaccinated with G15F 
peptide at day 9 and 20. Temsirolimus treatment (2 mg/kg) started at day 14. (B) Tumor growth per mice in each 
group. (C) Tumor growth per group. n = 5 mice/group were used and experiments were reproduced two times. *, 
P < 0.05 (Student t test). 
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Supplementary Figure 2. Temsirolimus treatment after STxB-OVA vaccine increases 
Tregs. B16-OVA–bearing C57BL/6NCrl mice (n = 5/group) were treated with STxB-OVA and temsirolimus (2 
mg / kg). Tregs staining in the tumor. Results represent 2 independent experiments. Values shown correspond to 
means +/- SEM. *, P < 0.05 (Student t test). 
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Supplementary Figure 3. CCR4 antagonist improves antitumor efficacy of G15F vaccine 
plus temsirolimus. TC-1-bearing C57BL/6NCrl mice (n=5/group) were vaccinated with G15F peptide and 
then treated with temsirolimus and CCR4 antagonist. (A) Tumor growth per mice in each group (B) Tumor growth 
per group.  (C) Ex vivo E749–57 Db-dextramer staining and (D) Tregs staining in the spleen at day 25. (E) E7-specific 
CD8 T cells / Tregs ratio in spleen. Functional analysis of E7 specific T cells after in vitro stimulation with G15F 
peptide by (F) Ki67 and (G) CD107a staining. Experiments were reproduced two times. Values shown correspond 
to means +/- SEM. *, P < 0.05 (Student t test). 
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Article 3: New approaches to develop anti-cancer mTOR inhibitors by monitoring the 
immune modulation induced by these treatments   
 
Mansi Laura*, Godet Yann, Beziaud Laurent, Thiery-Vuillemin Antoine, Pivot Xavier, and 
Adotévi Olivier.  
 
Soumission Septembre 2017 Nature Clin Oncol  
	
Objectifs :  
L’objectif de cette revue était de rapporter l’histoire des mTORi, de l’importance de la 
cible mTOR dans la carcinogenèse au développement pharmaceutique de la thérapie ciblée. 
Ainsi, nous y avons détaillé les différents mécanismes de résistance aux mTORi décrits à ce 
jour. Basés sur les résultats de nos différents travaux, nous avons surtout détaillé l’influence 
des mTORi sur la RI et l’impact que cela engendre dans l’amélioration future du développement 
du médicament.  
 
Discussion :  
	 La protéine mTOR représente une cible essentielle dans la stratégie thérapeutique anti-
tumorale de par son importance dans la carcinogénèse. L’éverolimus et le temsirolimus sont les 
deux mTORi utilisés en pratique courante dans la prise en charge de nombreux cancers, 
notamment le cancer du sein, du rein et les tumeurs neuroendocrines. Cependant, l’efficacité 
de ces thérapeutiques reste modeste. C’est pourquoi l’analyse des mécanismes de résistance à 
ces traitements ont fait l’objet de nombreux travaux. Cinq mécanismes de résistances ont été 
décrits dans la littérature et sont des mécanismes liés à la cellule tumorale, par exemple 
l’inhibition incomplète de l’activité mTORC1 ou l’induction d’une autophagie. L’amélioration 
de la connaissance de ces différents mécanismes de résistance a permis le développement de 
mTORi de nouvelle génération. De plus, de nombreuses études récentes ont évalués différentes 
pistes de biomarqueurs prédictifs de l’efficacité de ces traitements, mais à ce jour aucun 
biomarqueur n’a été validé.  
 L’immunomodulation induite par les mTORi décrite dans nos travaux nous ont fait 
suggérer un 6ème mécanisme de résistance, l’induction d’un environnement immunosuppressif 
par augmentation du taux et de la fonction des Treg. Nous soulignons, surtout, à travers ce papier 
l’importance de l’immunomonitoring dans le suivi des patients traités par mTORi. Ce 
biomarqueur immunitaire pourrait aboutir à des interventions thérapeutiques tels que l’arrêt du 
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traitement, en cas d’élévation des Treg ou la discussion de combinaison thérapeutique avec des 
stratégies d’immunothérapie telles que des checkpoints inhibiteurs en cas d’augmentation de la 
réponse Th1 anti-tumorale. Enfin, nous y soulignons l’importance d’être attentif à la modulation 
immunitaire (taux des Treg) lors du traitement au long cours par mTORi afin de prévenir le 
risque d’infection opportuniste.  
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Abstract  
Mammalian target of Rapamycin (mTOR) is a protein kinase of the PI3K/Akt signaling 
pathway. mTOR is an attractive target for cancer therapy because of its central role in 
oncogenesis. The rapalogs everolimus and temsirolimus are two mTOR inhibitors (mTORi) 
approved as antiproliferative on tumor cells drugs in several cancers. However, the efficacy of 
such rapalogs does not match expectations and its use is likely to be reduced as emerging 
therapies such as checkpoint inhibitors, or pan-Tyrosine Kinase inhibitors. There is a real need 
to determine patients who benefit from the treatments using rapalogs. A better comprehension 
of the mechanisms involve in resistance to mTor blockade and deciphering the immune 
modulation mediated by these treatments could enable the improvement of rapalogs efficacy.  
 
Key points  
- Since mTOR has a key role in tumor cell proliferation, it raised an important interest in 
cancer treatment.  
- mTOR is a key regulator of patient’s immunity mainly for the T cell response.  
- mTORi demonstrated an impact on patient’s immune system by modulating a balance 
between an immunosuppressive profile and an immune activation profile with an 
increase of anti-tumour Th1 responses.  
- Development of immune biomarkers could be proposed to monitor this modulation, and 
could enable an adaption of therapeutic.   
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Introduction  
 
Mammalian Target Of Rapamycin (mTOR ) protein is a conserved serine/threonine 
kinase involved in the regulation of cell – and in particular tumour cells – growths, metabolism 
and apoptosis(Laplante et Sabatini 2012). In addition, mTOR kinases are key regulators of T 
cell activation, differentiation, and memory. Their physiological functions downstream of the 
Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt signaling pathway (Box1) through two distinct 
complexes named mTOR complex 1 (mTORC1) and 2 (mTORC2). The rapamycin analogs 
(rapalogs) that inhibit mTOR pathway are approved for routine use in several clinical settings, 
including prevention of graft rejection and cancer treatment(Laplante et Sabatini 2012). In 
transplantation settings, the development of rapalogs is based on the immunosuppressive 
effects. In cancer settings, development of rapalogs is essentially based on the direct 
antiproliferative rapalog effects on tumours cells. However, the impact of rapalogs therapy can 
be either an “on-target” interaction between drugs and cancer cells (direct antiproliferative 
action), or an “off-target” interaction between drugs and immune cells with an impact on 
treatment efficacy. 
In this review, we have chosen not to provide a comprehensive overview of the history 
of interactions between anticancer rapalogs drugs and the immune system. Recent reviews have 
well covered this area(S. Xie et al. 2014; Araki, Youngblood, et Ahmed 2010; Araki et al. 2009; 
Laplante et Sabatini 2012; Delgoffe et al. 2009; Powell et Delgoffe 2010; Chi 2012b; Jones et 
Pearce 2017). Rather, we will focus on recent findings – principally immunological – 
addressing the use of mTOR inhibitors (mTORi) in anticancer therapies and raising questions 
that might determine the future development of those therapies.  
 
Targeting mTOR in cancers  
- mTOR pathway deregulation in cancer   
mTOR has been identified as a key kinase acting downstream on the activation of PI3K. 
Cumulative evidence supports that mTOR acts as a switch between cellular catabolism and 
anabolism, thereby determining tumour cells growth and proliferation(Laplante et Sabatini 
2012). Thus, mTOR pathway plays a central regulation role in oncogenesis(Shaw et Cantley 
2006). mTOR dysregulation was observed in multiple sporadic cancer types, and it also plays 
a role in familiar cancer types(Chiarini et al. 2015). Oncogenic dysregulation of the mTOR 
pathway can result from exogenous or endogenous activation. Exogenous factors include 
activation by Ras, mostly restricted to gastrointestinal malignancies, and receptor tyrosine 
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kinase activation that has been reported in various hematological disease and solid tumours. 
Endogenous factors include either kinase activation resulting from gene activating mutation 
and/or amplification of upstream effectors of mTORC1 or mTORC2 itself, or PTEN loss of 
function(Faes, Demartines, et Dormond 2017b; Shaw et Cantley 2006; McCubrey et al. 2012; 
Wagle et al. 2014; Grabiner et al. 2014; L. C. Kim, Cook, et Chen 2017, 1).  
 
mTOR inhibition has gained great interest in cancer therapy(Porta, Paglino, et Mosca 2014). 
The most developed strategy is the inhibition of mTORC1. By now, three generations of mTOR 
inhibitors have been developed(J. Xie, Wang, et Proud 2016). Rapamycin and rapalogs are the 
first generation of mTOR inhibitors. These inhibitors form a complex with the intracellular 
receptor FK506 binding protein 12 (FKBP12), which interferes with mTOR activity. Initially, 
rapamycin was developed for prevention of kidney graft rejection. Anticancer properties of 
rapamycin were observed for the first time in 2002(Guba et al. 2002). But the results of clinical 
trials demonstrated the poor efficiency of rapamycin due to its pharmacological properties, 
mainly the limitation in solubility. These results have led to the development of 
rapalogs(Jacobsen et al. 2001; Cloughesy et al. 2008b; Benjamin et al. 2011b). Everolimus 
(RAD001) and Temsirolimus (CCI-779) are two rapalogs that include water-soluble 
compounds. Temsirolimus, generally used in intravenous form, is registred since 2007 by FDA 
for the treatment of metastatic renal cell carcinoma(G. Hudes et al. 2007), and mantle cell 
lymphoma(Hess et al. 2009b).  Everolimus is an orally administered rapalogs with a label for 
treatments of neuroendocrine carcinoma(Pavel, Hainsworth, Baudin, Peeters, Hörsch, Winkler, 
Klimovsky, Lebwohl, Jehl, Wolin, Oberg, et al. 2011; Yao et al. 2011), and metastatic renal 
cell carcinoma treatments(Motzer et al. 2008). Recently, everolimus achieved a registration in 
association with exemestane for estrogen receptor positive-HER2 negative breast cancer 
treatment after failure of prior anti-aromatase inhibitor(Baselga et al. 2012b). Ongoing trials 
are evaluating everolimus in monotherapy or in combination with other anticancer therapies in 
various solid tumours types and hematological malignancies (see clinical gov trial).  
Despite major impacts of mTOR pathway in the expansion of tumour cells, the efficacy 
of rapalogs has not matched expectations due to different resistances that will be described in 
the following sections of this review. Clinical trials showed modest activity with low overall 
response rates(Baselga et al. 2012b; Motzer et al. 2008; G. Hudes et al. 2007; Yao et al. 2011; 
Pavel, Hainsworth, Baudin, Peeters, Hörsch, Winkler, Klimovsky, Lebwohl, Jehl, Wolin, 
Oberg, et al. 2011). Nevertheless, some patients have experienced an obvious benefit from 
rapalogs therapy with lasting disease control(Thiery-Vuillemin et al. 2014). Despite the non-
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negligible toxicities induced by those therapies(Pallet et Legendre 2013; Sadowski, Kotulska, 
et Jóźwiak 2016), their routine use has been largely spread. This supplest the need for 
identification of biomarkers able to identify optimal candidates for such treatments. The 
implementation of targeted cancer therapy more and more relies on the ability to detect 
molecular biomarker that predicts sensitivity or resistance to specific single agent or also 
specific therapy-associated toxicities. Known research studying mechanisms involved in 
mTORi resistance mostly focus on tumour intrinsic characteristics. Nevertheless, the impact of 
mTORi on immune modulation can also be of interest.   
 
 
 
- Mechanisms of mTOR inhibitors resistance  
Five mainly tumour intrinsic factors responsible for the limited efficiency of rapalogs have 
been identified and described in the literature (Dancey 2010; Kornakiewicz et al. 2014). The 
first factor is the poor pro-apoptotic activity of rapalogs, which are mainly cytostatic than 
cytotoxic. This may explain the low objective response rate observed in clinical trials, with in 
most cases tumour stabilization. Secondly, rapalogs do not inhibit all mTORC1 activities. 
Various mTORC1 activities in a tumour have been reported. mTORC1 is required for the 
phosphorylation and activation of ribosomal S6 kinase 1 (S6K1) leading to the promotion of 
translation initiation. mTORC1 also phosphorylates and inactivates the translation inhibitor 
elF4E-binding protein 1 (4E-BP1) which controls the cap-dependent translation of mRNAs 
encoding critical factors that regulate cancer cell proliferation and survival. The 
phosphorylation of 4EBP1 is particularly resistant to rapalogs. Third, the low rapalogs efficacy 
could be imputed to the complex network of regulatory feedback loops responsible for limiting 
the proliferative signals transmitted by upstream effectors once mTORC1 takes activity. For 
instance, the S6K1 dependent feedback loops lead to reactivation of receptor tyrosine kinases, 
PI3K/AKT and Ras/Raf/Mek/Erk pathways(Chiarini et al. 2015; Bertacchini et al. 2014b; 
Efeyan et Sabatini 2010b). The fourth factor to the limited rapalog efficacy is the induction of 
cytoprotective autophagy by rapalogs. Tumour cells use autophagy mechanisms to overpass 
metabolic stress and to escape death stimuli(Chiarini et al. 2015; Gewirtz 2014b). Recently, a 
fifth factor has been found through acquired resistance mutations of cancer cells exposed to 
rapalogs have been reported(R. E. Brown et al. 2016). Indeed, genomic sequencing revealed 
that rapamycin resistant clones harbored mutations in the FKBP-rapamycin binding domain of 
mTOR. This mutation leads to block the binding of rapamycin-FKBP12 to mTOR and impede 
	
	 111	
the anticancer efficacy of rapalogs. The better understanding of those intrinsic mechanisms 
leading to inefficacy of rapalogs has supporting to the development of new mTORi.  
 
- Development of novel generation of mTor inhibitors  
The first strategy to improve efficacy of mTORi, has been to simultaneously target PI3K 
and mTOR, with dual PI3K/mTOR inhibitors. Preclinical data are encouraging, showing better 
results in tumour control growth(Maira et al. 2008b; Knight et al. 2010b; P. Yu et al. 2014). 
Several clinical trials are evaluating combination strategies with first-generation of mTORi and 
inhibitors against other mitogenic pathways(Engelman et al. 2008; Wise-Draper et al. 2017). 
Then, a second-generation of mTORi have been developed to overpass the incomplete 
inhibition of mTORC1 and the inconsistent effect on mTORC2 induced by the first generation 
of mTORi. This second mTORi generation has not been approved yet and is actually tested in 
recruiting clinical trials (phase I/II) in several types of cancer(Hsieh et al. 2010; Chresta et al. 
2010b; Carayol et al. 2010b). The third mTORi generation, called Rapalink, has been generated 
to overcome mTOR resistance mutations. Rapalink is based on rapamycin crosslinked with a 
kinase inhibitor of mTOR in the same molecule(Rodrik-Outmezguine et al. 2016b), and is 
currently in experimental development(Faes, Demartines, et Dormond 2017b; Fan et al. 2017b).   
Several trials evaluated different biomarkers based on pharmacological drug activity. The 
phosphorylation of S6K1 or 4E-BP1 in white blood cells samples from patients treated with 
rapalogs was assessed but without a consistent predictive of response to mTOR 
inhibition(Hidalgo et al. 2006; Mita et al. 2008). The phosphorylation was also analyzed in 
tissue tumour samples and the relationship with clinical endpoints such as responsiveness to 
rapalogs requires prospective studies(Fiorini et al. 2014). Preclinical data suggested that genetic 
alterations and aberrant protein expression resulting in pathway activation correlate with the 
sensitivity to mTOR inhibition(Laplante et Sabatini 2013b; Kornakiewicz et al. 2014). Analysis 
of patients presenting neoplasms with hamartoma syndromes showed that germline mutations 
of the tumor suppressor genes PTEN, tuberous sclerosis complex (TSC) and STK11 probably 
contribute to pathway activation and subsequent sensitivity to rapalogs(Krymskaya et 
Goncharova 2009). Recently Motzer et al. tested the hypothesis that somatic mutation on 
mTOR pathway may sensitize tumours to everolimus(Martin Henner Voss et al. 2017a). The 
sequencing of tumours was undertaken from a large cohort of patients with metastatic renal cell 
carcinoma (mRCC) treated with everolimus on the randomized RECORD3 trial of first-line 
everolimus versus sunitinib. Mutation status for core components of the mTOR signaling 
pathway (mTOR, TSC1-2, PTEN, PI3K) may not been correlated with outcome survival100. 
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Recently, Voss et al. search in RECORD3 trial a correlation between 121 circulating 
biomarkers and everolimus or sunitinib efficacy(Martin Henner Voss et al. 2017a). The 5 
biomarkers with the strongest association for everolimus therapeutic effects are functionally 
involved in inflammation and immune responses (CSF1, ICAM1, IL-18BP, KIM1, TNFRII). 
Everolimus-treated patients with a high composite biomarker score experienced a favorable 
outcomes compared to patients with a low score. Those interesting results of this circulating 
signature need future validation studies.  
Despite several extensive clinical evaluations, no rapalogs biomarkers have been validated 
yet. Of interest, the impact of mTOR on immune cells could be an alternative approach to 
predict efficacy of mTORi treatment.  
 
Immunological insights  
The critical role of mTOR on immune system regulation is well known and widely 
reviewed(Chi 2012b; S. Xie et al. 2014; Powell et Delgoffe 2010; Araki, Ellebedy, et Ahmed 
2011) (Figure 1). The mTOR complexes represent a key regulator in innate and adaptive 
immune responses, mainly in T lymphocyte homeostasis. In adaptive immune responses, 
mTOR pathway is determinant for the differentiation, homeostasis and functional regulation of 
both CD4 and CD8 T cell subsets(Chi 2012b; Araki et al. 2009; Delgoffe et al. 2011; S. Xie et 
al. 2014). Inhibition of mTOR by rapamycin have an impact on B cell proliferation and 
differentiation(Sakata et al. 1999b; Donahue et Fruman 2007b). In innate immune responses 
this pathway impact dendritic cells (DC)(Amiel et al. 2012b; Ohtani et al. 2008; Turnquist et 
al. 2010; Weichhart et al. 2008), myeloid-derived suppressor cells (MDSC)(C. Zhang et al. 
2017b; Makki et al. 2014; Nakamura et al. 2015) and natural killer (NK) homeostasis and 
functions(Donnelly et al. 2014; Marçais et Walzer 2014b). Signaling through mTOR is also 
important in the development, activation and effector function of invariant NKT cells 
(iNKT)(Keating et McGargill 2016; Wei, Yang, et Chi 2014), and gamma delta T 
cells(Delgoffe et al. 2009; Powell et Delgoffe 2010; H. Li et Pauza 2011). In this paragraph, we 
have chosen to focus on the impact of mTORi on anti-cancer T cell responses.  
 
- Role of mTOR in T cells differentiation and polarization  
Among adaptive immune cells involved in antitumor response, CD8 T cells has been considered 
to be the main protagonists because of the cytotoxic activity exhibited toward tumour cells 
expressing tumor-associated antigens. Araki et al. demonstrated for the first time the crucial 
role of mTOR in the generation of memory CD8 T cells(Araki et al. 2009). Inhibition of mTOR 
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pathway in mice infected by acute lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) enhance 
specific to LCMV memory CD8 T cells(Araki et al. 2009). Furthermore, the mTOR pathway 
seems to be correlated to anti-viral CD8 response phases. Administration of rapamycin during 
expansion phase is correlated with an enhancement of precursor memory CD8 T cells quantity. 
In addition, rapamycin administration during contraction phase improved the quality of 
memory CD8 T cells response. Then, continuous administration of rapamycin during both 
phases resulted in improvement of quantity and quality for anti-viral memory CD8 T cells 
response(Araki et al. 2009; Turner et al. 2011b). Thereafter, Shrikant et al. demonstrated that 
the impact of mTOR pathway on memory CD8 T cells responses was linked to T-bet and Eomes 
transcription factors modulation, key drivers of memory T cell differentiation(Rao et al. 2010; 
Q. Li et al. 2011). Interestingly, Romero et al. recently showed that inhibition of this pathway 
by rapamycin in activated human naïve T cells leads to the induction of stem cell-like memory 
T cells(Scholz et al. 2016). In cancer treatment, the impact of mTORi on CD8 T cells responses 
was poorly investigated. Recent results in a cohort of patients with mRCC showed that 
everolimus treatment was associated with an expansion of CD8 T cells expressing 
eomes(Beziaud et al. 2016).   
The implication of mTOR in CD4 T polarization was mainly studied in CD4 T helper 
polarization Th1, Th2 and Th17 (Box 2). The Akt-mTOR axis is widely acknowledged as a crucial 
negative regulator of regulatory T cell (Treg) differentiation and expansion(Zeng et al. 2013b; 
Battaglia, Stabilini, et Roncarolo 2005; Sauer et al. 2008b; Haxhinasto, Mathis, et Benoist 
2008b). Delgoffe and Powell works demonstrated in 2009 that the lack of mTOR in naïve CD4 
T cells promotes preferentially forkhead box transcription factor (FoxP3+) Tregs to the detriment 
of Th1, Th2 or Th17 polarization, even if cellular microenvironment is intended to promote Th1, 
Th2 or T h17 (Delgoffe et al. 2009, 2011). Indeed, the activation of mTORC1 is necessary for the 
polarization of naïve CD4 T cells in Th1 and Th17 cells. On the other hand, the activation of 
mTORC2 is necessary for the polarization of naïve CD4 T cells in Th2 cells (Delgoffe et al. 
2009, 2011).    
 
- mTOR inhibition in cancer foes or friends?  
 
The proof of concept in transplantation: immunosuppression versus tumour incidence 
reduction?  
Rapamycin is used in transplantation settings to inhibit uncontrolled allogeneic immune 
responses, including graft rejection and graft versus host disease (GVHD). mTORi is 
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administrated to generate an immunosuppressive environment. Rapamycin treatments lead to a 
higher expansion of Tregs than calcineurin inhibitors treatments(Hendrikx et al. 2009b; Noris et 
al. 2007; Sabbatini et al. 2015b; Vallotton et al. 2011b). Battaglia was the first author to 
demonstrate that rapamycin removes effector T cells and promotes Tregs in presence of IL-
2(Battaglia, Stabilini, et Roncarolo 2005). Studies in transplantation settings highlighted the 
time dependent impact of rapamycin on induction and support of Tregs(Lu et al. 2010; Shin et 
al. 2011b; X. Wang et al. 2013). In a surprising way, other studies observed that rapamycin 
induced Th1 and Th2 specific responses able to generate a balance between GVHD and graft 
versus tumour effects(Foley et al. 2005; U. Jung et al. 2006; Mariotti et al. 2008; Amarnath et 
al. 2010). In recent years a correlation has been identified between the class of 
immunosuppressant used in transplantation and subsequent cancer risk. Indeed, Crespo et al. 
also found, after an analysis of 59 kidney transplant patients, that both Tregs and Th1 responses 
increased during mTOR treatment(Crespo et al. 2017a). The circulating Tregs were higher for 
patients treated with mTORi than for patients treated with calcineurin. In addition,  the tumour-
specific T cell responses were strongly impaired in patients treated with calcineurin. Converting 
the calcineurin treatment to the mTORi treatment lead to a recovery of tumour-specific T cell 
responses reducing squamous cell carcinoma incidence(Crespo et al. 2017a). The immune 
balance, Tregs / Th1-2/ memory T cells, induced by mTOR inhibitors substantially contribute to 
this risk reduction(J.-W. Jung et al. 2016). All of those transplantation’s data suggested to 
analyze the impact of mTORi treatment used in cancer through their abilities to induce immune 
modulation. 
 
Immune mediated anti-tumour efficacy or inefficacy of rapalogs  
- mTORi promotes expansion of highly suppressive Tregs  
Based on the transplantation data and mTOR's impact on immunity, the induction of 
immunosuppression by mTORi would be harmful for host antitumor immunity (Box 3).  
However, this question has not been yet carefully investigated in cancer patients. Very few 
studies have investigated the modulation and function of Tregs in cancer patients treated with 
rapalogs. Data regarding the impact of rapalogs on Tregs in literature are controversial. Two 
trials reported a significant increase of FoxP3+ Tregs(Mariotti et al. 2008),(Templeton et al. 
2013a). In contrast, Kobayashi did not find any modulation of Tregs in 58 mRCC patients after 
rapalogs exposure(Kobayashi et al. 2013a). The delay before the first immune modulation 
analysis might be the main explanation for the difference observed between those trials. The 
first two studies evaluated the impact of rapalogs on Tregs beyond 2 months of treatment, in 
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contrast Kobayashi et al. analyzed Tregs within 1 month after the beginning of treatment. The 
modulation of immune cells over everolimus treatment was assessed in a case report of a mRCC 
patient who presented unexpected prolonged tumor response, until progression. The dynamic 
monitoring of immune responses revealed a strong antitumour T cell activation while the 
disease was controlled, whereas a profound immunosuppression occurred when tumour 
progression occurred(Thiery-Vuillemin et al. 2014). This observation suggested that 
everolimus could shape immune responses, which in turn could contribute to its 
efficacy(Thiery-Vuillemin et al. 2014). Recently, this finding was reinforced in a larger cohort 
of patients by Beziaud et al. who performed a dynamic immunomonitoring in 23 mRCC patients 
treated with everolimus(Beziaud et al. 2016). Tregs were measured every two months in blood 
during treatment until disease progression. A substantial expansion of natural Tregs was observed 
from the second months of treatment. Furthermore, a high expression of Ki67 was detected in 
everolimus-exposed Tregs suggesting their in vivo proliferation. Accordingly, everolimus 
treatment strongly enhanced the suppressive properties of patient’s Tregs, which suppress Th1 
immune response.  
 
- mTORi increase anti-tumour Th1 responses   
Laheurte et al. reported that the dynamic evaluation of anti-tumor Th1 responses is possible 
with an easy monitoring in blood sample(Laheurte et al. 2016). In the cohort published by 
Beziaud et al. anti-tumour Th1 responses was measured every two months(Beziaud et al. 2016). 
A significant increase of both the frequency and magnitude of anti-tumour Th1 response was 
observed after everolimus treatment. This immune modulation on Th1 response and Tregs 
occurred early within the two first months in the majority of patients. At the time of disease 
progression under everolimus treatment, a loss of anti-tumour Th1 response associated with a 
high increase of suppressive Tregs occurred. These results are consistent with previous 
observation in transplantation settings, with an impact on Tregs expansion and induction of Th1 
specific responses. The immunosurveillance knowledge suggests that induction of anti-tumour 
Th1 is benefit and at contrary an expansion of Tregs is nefast. The correlation between early 
immune modulation induced by rapalogs and treatment efficacy was studied(Beziaud et al. 
2016). Interestingly, patients presenting an early shift towards high expansion of anti-tumour 
Th1 response and a decrease of Tregs level had a longer survival than patients presenting an early 
increase of Tregs level (median progression free survival 13.2 versus 4.1 months respectively p 
= 0.02). This suggests a synergistic effect of positive immune responses to rapalogs anti 
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proliferative action on tumor cells. However, these initial observations require further 
confirmation in a larger cohort of cancer patients receiving rapalogs.  
Based on these results, a model could be proposed with three distinct profiles. These profiles 
depends on the immune modulation occurring early after the beginning of the rapalogs 
treatment (Figure 2): i) “antitumor immune activation” profile status presenting a good immune 
environment towards the decrease of Tregs and the increase of antitumor Th1 immunity, ii) 
“immune equilibrium” profile including patients for whom the two immune parameters are 
rather stable through time or with insignificant change in the Tregs or anti-tumour Th1 iii) and 
the third profile referred to the “immunosuppression” profile with early increase of suppressive 
Tregs and low anti-tumour Th1 responses. In this group the rapalogs efficacy mainly relies on its 
anti-proliferative effects. Undoubtedly, a prolonged treatment can lead to an advantage for 
suppressive Tregs which negatively impact the treatment effectiveness(Beziaud et al. 2016).  
 
Immune implications for anti-mTOR therapy management  
 
- Development of immunological biomarkers 
The monitoring of immune modulation described with rapalogs suggested that an early 
establishment of a favorable immune environment with a decrease of Tregs and an increase of 
anti-tumour Th1 immunity may enhance everolimus clinical efficacy(Beziaud et al. 2016). Thus, 
those immune parameters could be used as biomarker for anti-mTOR therapy management and 
to predict its efficacy. The wide role of mTOR in immune cells suggested that monitoring have 
to look at differentiation and polarization of these cells. Beziaud et al. suggested to monitor 
anti-tumour Th1, Tregs and more specifically ratio Th1/Treg(Beziaud et al. 2016). Moreover, this 
biomarker may evolve by adding other relevant immune parameters, such as CD8 T cells and 
MDSC. Finally, it is important to note that this biomarker is easy to perform with a peripheral 
blood sample, and results could be obtained rapidly. This revise immune biomarker will be 
evaluated and validated in ongoing larger patient’s cohorts (EMIR in renal/neuroendocrine 
cancer NCT02837757 and EVERIMMUN in breast cancer NCT02854618).  
 
- Therapeutics perspectives    
Leveraging the knowledge in the five tumour intrinsic hypothesis resistance, many 
strategies are developed to improve rapalogs efficacy, in particular their pharmacological 
properties. The impact of rapalogs on immune modulation suggested a sixth hypothesis to the 
limited efficacy or resistance of rapalogs, hypothesis related to immune environment and not 
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to tumour cells, . Based on this immune regulation pathway, results of the immune monitoring 
could lead to therapeutic intervention.   
The first strategy “stop and go” could be a temporary interruption of treatment when an 
increase of Tregs appears, this strategy could avoid the disease progression due to mTORi 
induced immunosuppression. Always in the same reflection, treatment could be reintroduced 
when Tregs decrease in order to maintain not only Th1 immune responses but also its anti-
proliferative action on tumour cells. In breast cancer indications, patients could take mTORi 
for several months. In this context, risk of immunosuppression induced by everolimus could be 
higher and could even lead to increased infection risk. The detection of Tregs increase by 
monitoring could also lead to prevent infectious disease risk with an interruption of treatment, 
drug dose adjustment or/and infectious prevention treatment strategies.    
The second strategy consists in a “combination” strategy of mTORi with another treatment. 
Because the major negative impact on rapalogs efficacy is related to the increase of highly 
suppressive Tregs, the first interesting treatment combination might be with a treatment acting 
on Tregs. Adotévi et al. reported a decrease in blood and intra-tumoral Tregs cells during sunitinib, 
an antiangiogenic treatment(Adotevi et al. 2010a). Many clinical trials have evaluated the 
addition of everolimus to an antiangiogenic treatment such as bevacizumab(Martin H. Voss, 
Molina, et al. 2016; Ravaud et al. 2015), sorafenib(Koeberle et al. 2016) and 
sunitinib(Kanesvaran et al. 2015a) with controversial results. However, the main limit of this 
strategy lies in the toxicity induced by the combination antiangiogenic-rapalogs. An alternative 
to an antiangiogenic treatment might be a metronomic low dose of cyclophosphamide 
treatment. Metronomic cyclophosphamide regimen is also known to selectively depletes 
regulatory T cells(Ghiringhelli et al. 2007a), thus the association with everolimus could lead to 
improve efficacy on tumour control without severe toxicities. A clinical trial is actually ongoing 
evaluating this association (NCT01462214).  
We named the third strategy “stop and smart switch”. There, blockade Tregs strategies based 
on antiangiogenic therapies or metronomic low dose cyclophosphamide could be prescribed 
after mTORi treatment in order to reduce rate of Tregs. Moreover, sequential treatment strategy 
could induce less toxicity than combination. Other blockade Tregs strategies could be evaluated 
such as CCR4 antagonist. Indeed, CCR4 is a receptor preferentially expressed by human Tregs 
compared to conventional T cells which promotes Tregs recruitment to tumor site in response to 
CCL17 and CCL22 chemokines(Curiel et al. 2004). CCR4 antagonist, an emergent class of 
Tregs inhibitors, has been shown to block Tregs recruitment mediated by CCL17 and CCL22 and 
is currently under clinical trials(Bayry, Tartour, et Tough 2014; Bayry et al. 2008). This 
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sequential strategy might be based on dynamic evolution of immune modulation not on clinical 
efficacy. Treatment has to be adapted to immune biomarkers, when Tregs increase stop treatment 
and switch to treatment impacting Tregs.  
The second combination strategy is based on the immune Th1/Tregs modulation balance 
induced by rapalogs. Data on mTOR modulation on Th1 anti-tumour responses indicated that 
mTOR inhibitors could be an effective partner with immune checkpoint inhibition. Other data 
described in literature reinforced those suggestion, principally the association between loss of 
PTEN and resistance to checkpoint inhibitors strategy(Peng et al. 2016). Moreover, the 
blockade of PD-1 /PD-L1 with monoclonal antibodies recently showed efficacy in renal 
cancer(Motzer et al. 2015; Choueiri et al. 2016). Then, an association of PD-1/PD-L1 inhibitory 
to rapalogs could be an interesting strategy to be evaluated in clinical trials.   
 
Conclusion  
Analysis of the role of mTOR in immune cells has recently provided insights into 
determinants of sensitivity and resistance of rapalogs treatment. Rapalogs induced a balance 
between an immunosuppressive profile and an immune activation profile with an increase of 
anti-tumour Th1 responses. Indeed, Pioneer’s work from Kroemer and Zitvogel’s groups 
supports that the efficacy of some conventional anticancer therapies 
(chemotherapy/radiotherapy and targeted therapies) also relies on their immunostimulatory side 
effects on host anti-tumour immunity(Zitvogel et al. 2013a) (Box 4). Several compounds in 
chemotherapy have off target immunostimulatory effects, above all when administered in 
metronomic schedules(Galluzzi et al. 2014).  In light of these findings, a dynamic immune 
monitoring could be performed during rapalogs treatment and strategic intervention could be 
proposed in function of immune modulation. Translational research to identify immune markers 
and sensitivity and define rational drug combinations should continue. New generation of 
mTORi are being evaluated. The evaluation of the impact on immune cells from these new 
specific mTORi and other kinase inhibitors targeting mTOR must be integrated. Reviewing 
recent results of phase III trials, strategies in renal cancer have actually changed. Trial results 
shows that multikinase inhibitors and checkpoint inhibitors are second line strategies, leaving 
mTORi in third or fourth line. However, the knowledge of renal cell carcinoma carcinogenesis 
and the major impact of mTOR pathway suggested to not abort the use of mTORi strategies. 
The results of immune modulation while patient received an mTOR treatment support a rational 
for other trials opportunities assessing association with antiangiogenic (ongoing trials) and 
checkpoint inhibitors. The development of mTORi may integrated a reflection regarding 
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circulating immune biomarkers. The determination of optimal schedules, patient selection, 
sequential strategies and combination strategies for mTORi will require translational and 
clinical concertation.   
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Table: Factors of mTOR inhibitors resistance and improvement strategies 
 
Factors Therapeutic strategy 
Tumour intrinsic factors 
Poor pro-apoptotic activity  
 
Combination with conventional therapies  
Phosphorylation of 4EBP1 
 
Dual PI3K and mTOR inhibitors  
Regulatory feedback loops  
 
Combination with inhibitors against other mitogenic 
pathways 
 
mTORi second generation   
Induction of cytoprotective autophagy 
 
?  
Resistance mutations  
 
mTORi third generation Rapalink  
Immune modulation factors 
Expansion of Tregs  “Stop and go” 
 
Combination with Tregs depletion strategies 
 
Expansion of antitumour-Th1 response  Combination with immunotherapy 
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Box 1: mTOR pathway in cancer cells    
 
The PI3K/AKT/mTOR signaling pathway regulates cell growth, cell proliferation and 
survival. mTOR is a member of the PI3K-related protein kinase family. ATP, amino acid and 
signals from the PI3K/AkT pathway, activated by growth factors, lead to mTOR activation. 
mTOR activities are mediated by two different complexes, mTORC1 and mTORC2, which 
have distinct functions. Activation of mTORC1 lead to phosphorylation of ribosomal protein 
S6 kinase 1 (S6K1) and eukaryotic translation initiation factor 4E-binding-protzin-1 (4E-BP1).    
In cancer cells possessing an activated PI3K/AKT/mTOR pathway, rapalogs block the binding 
of Raptor to mTOR. As a result, S6K1 undergoes dephosphorylation resulting in a reduction of 
protein synthesis leading to cell size and mobility reduction. In the same way, 4EBP1 also 
undergoes dephosphorylation resulting in impairment of the translation in the G1/S of the cell 
cycle.   
 
 
 
 
 
Box 2: mTOR regulates the outcome of T cell fate.  
 
A central role for mTOR in sensing the immune microenvironment and driving immune 
function and differentiation has emerged since Delgoffe and Powell’s works in 2009 (Delgoffe 
et al. 2009). Those works highlighted that differential TORC1 and TORC2 signaling regulate 
decisions between effector and regulatory T cell lineage commitment.  
In a conditional mTOR delete murine model, T cells deficient in mTOR fail to 
differentiation into Th1, Th2 or Th17 effector T cells under skewing conditions. This impair of 
differentiation is linked to a decrease in STAT activation and to failure to upregulate lineage 
specific transcription factors. Moreover, after all normal condition of T cells activation, mTOR-
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deficient T cells become forkhead box transcription factor (FoxP3) regulatory T cells. This Tregs 
preferentially differentiation is associated with hyperactive Smad3 activation(Delgoffe et al. 
2009). 
The same group extended these studies by genetically deleting mTOR complex 1 
(mTORC1) and mTOR complex 2 (mTORC1) signaling components in T cells50. They 
demonstrated that differentiation into the Th1 and Th17 subsets of helper T cells was selectively 
regulated by signaling from mTORC1 that was dependent to the deletion of Rheb, an upstream 
activator of mTORC1(Delgoffe et al. 2011). In mTORC2 signaling deletion model, T cells 
differentiated into Th1 and Th17 cells but lost their ability to differentiation into Th2 
cells(Delgoffe et al. 2011).  
Araki et al. synthesized in 2011 the role of mTOR in differentiation of helper and regulatory T 
cells subsets. Sufficient mTOR activity induces effector CD4 helper T cells subsets. On the 
contrary, a complete block of mTOR signaling prevents the generation of these effector T cells 
and promotes Tregs differentiation (Araki, Ellebedy, et Ahmed 2011). Moreover, the impact of 
partially inhibition of mTOR pathway is not fully understood.  
 
Box 3: Anti-tumour immunity  
It is now well established that CD4 T cells play a crucial role in anti-tumour immunity. 
The major anti-tumour role play by CD4 Th1 is clearly demonstrated in literature for several 
years(Kennedy et Celis 2008b; Ostrand-Rosenberg 2005b). These cells mainly characterized 
by IFN-¡ production are critical for the induction and maintenance of CD8 T cells against 
tumours by providing help through multiple interactions(Bevan 2004; Shedlock et Shen 2003). 
CD4 Th1 can also exert anti-tumour activity that is independent of CD8 T cells by recruiting 
and activating innate immune cell such as natural killer and macrophages (Kennedy et Celis 
2008b; Perez-Diez et al. 2007). It has also been shown that CD4 T cells must pave the way for 
killer T-cell entry at tumour site(Bos et Sherman 2010) or infected mucosa(Nakanishi et al. 
2009). Finally, in human, high density of tumor-infiltrating Th1 cells has been shown as good 
prognostic marker in many solid tumours (Wolf Herman Fridman et al. 2012). The cancer 
immunotherapy strategy is mainly based on the induction of Th1 specific responses and the 
decrease of immunosuppressive environment and principally decrease of Tregs population.  
 
Box 4: Immunological impact of targeted therapies used in cancer treatment 
It has become clear that the immune tumour microenvironment has a crucial role in 
response to conventional therapy. Kroemer’s group published in 2012 and 2016 a synthesis of 
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all immune modulation induced by conventional therapies and targeted therapies. The 
immunostimulatory effects of targeted anticancer therapies can be “on-target” traducing an 
interaction between therapy and cancer cells, and “off-target” interaction between therapy and 
immune cells. Immunostimulatory mechanisms of EGFR inhibitors, antiangiogenic and 
monoclonal antibodies were well known.  
The “on-target” mechanism is described as an increase of the immunogenicity of 
malignant cells.  This mechanism can be divided into two components. First one is the increase 
of tumour cells antigenicity leading to be recognized by the adaptive arm of the immune system. 
Second one is the ability to boost cancer cell adjuvanticity based on the induction of optimal 
release of “damage-associated molecular patterns” and the consequent activation of a 
therapeutically relevant anticancer immune response. The “off-target” mechanism can be direct 
by acting on immune effector cells such NK and lymphocytotoxic T cells or indirect by acting 
on immunosuppressive cells such MDSC and Tregs.  The better understanding of both 
immunostimulatory mechanisms can lead to reinforce the rational for combining targeted 
therapies with immunotherapy to achieve superior therapeutic effects. 
 
 
Review criteria 
The information for this Review was compiled by searching PubMed for articles 
published between Jun 1999 and April 2017 including electronic publications available ahead 
of print. Search terms included “everolimus”, “temsirolimus”, “rapamycin”, “rapalogs”, 
“mTOR” “cancer”, “transplantation”, “immune”, “biomarkers”, “PD-1”, “PD-L1” and 
“antiangiogenic”. Full articles were obtained and references were checked for additional 
material and primary references when appropriate. Abstract submitted to ASCO were searched 
by use of a similar strategy. Ongoing clinical trials of mTOR inhibitors in cancer were retrieved 
from www.clinicaltrials.gov on 20 April 2017.  
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Figure 1: Critical role of mTOR in immune system 
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Figure 2: Immune profiles induced by rapalogs treatment 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
Au cours de ce travail de thèse, j’ai pu montrer que la majorité des patients traités par 
inhibiteurs de mTOR (mTORi) présentent une augmentation des Treg suppresseurs. De façon 
paradoxale, ces mêmes patients ont présenté de façon concomitante une activation de leur 
réponse Th1 anti-tumorale. Cette modulation bidirectionnelle avait un impact sur l’efficacité 
thérapeutique des mTORi.  
 
La voie PI3K/Akt/mTOR est une voie de transmission du signal intracellulaire jouant un 
rôle majeur dans le contrôle de la prolifération et la survie cellulaire. Ce rôle essentiel dans les 
différentes étapes clés de la cancérogénèse a fait de la protéine mTOR une cible thérapeutique 
prometteuse. La stratégie la plus développée à ce jour est l’inhibition du complexe mTORC1, 
avec les mTORi de première génération ou rapalogues, l’éverolimus et le temsirolimus. Les 
rapalogues sont actuellement autorisés dans la prise en charge du cancer du sein, en association 
avec l’exemestane ; du cancer du rein, en monothérapie après échec d’un traitement 
antiangiogénique ; des tumeurs neuroendocrines, en monothérapie ; et des lymphomes du 
manteau (Baselga et al. 2012a; Motzer et al. 2008; Pavel, Hainsworth, Baudin, Peeters, Hörsch, 
Winkler, Klimovsky, Lebwohl, Jehl, Wolin, Öberg, et al. 2011; Hess et al. 2009a). De plus, de 
nombreux essais cliniques sont actuellement en cours dans de nombreuses indications en 
combinaison ou en monothérapie. Mais malgré le rôle majeur de la voie mTOR dans la 
cancérogénèse, l’efficacité des mTORi de première génération n’a pas atteint les attentes 
escomptées. En effet, les taux de réponses objectifs reportés dans les différentes études 
cliniques restent faibles, oscillants entre 1 et 9% (G. Hudes et al. 2007; Motzer et al. 2008; 
Baselga et al. 2012a). Les rapalogues favorisent surtout une stabilisation tumorale plutôt qu’une 
réponse objective. Dans l’ère de la thérapie ciblée, la déception de cette cible thérapeutique a 
donc été grande, et a ainsi suscité une réflexion autour de la compréhension des mécanismes de 
résistances afin d’améliorer le développement des mTORi.  
Cependant, il est intéressant de noter que de nombreux cas ont été rapporté dans la 
littérature d’excellentes réponses objectives, voire même des cas de réponses complètes sous 
mTORi de première génération, suggérant ainsi la nécessité d’identifier les sous-groupes de 
patients qui pourraient bénéficier de ces traitements.  (Iwasaki, Obara, et Fujioka 2012; Detti et 
al. 2016; Parachoniak et al. 2017; Vandamme et al. 2016; Appalla, Depalma, et Calderwood 
2016; Stanculeanu et al. 2016; Namura et al. 2015; J. H. Park et al. 2015; Thiery-Vuillemin et 
al. 2014).  L’implémentation des stratégies thérapeutiques dites de thérapie ciblée est de plus 
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en plus liée au développement de biomarqueur permettant de prédire non seulement l’efficacité 
mais également des toxicités spécifiques induites par ce traitement. Les recherches actuelles de 
biomarqueurs se concentrent essentiellement sur des mécanismes intrinsèques à la cellule 
tumorale.  
 
Modulation immunitaire bidirectionnelle induite par l’éverolimus chez des patients atteints 
de cancers : 
 
La protéine mTOR joue un rôle majeur dans la régulation des RI. Une meilleure 
connaissance du rôle complexe de cette protéine et de la voie mTOR sur les RI a ainsi permis 
l’utilisation des mTORi en stratégie thérapeutique dans le domaine de la transplantation, en 
prévention du rejet de greffe. L’une des premières propriétés immunosuppressives des mTORi 
recherchées pour le développement dans ce domaine thérapeutique a été son puissant potentiel 
d’inhibition de la prolifération des LT activés, par l’inhibition du signal 3. De plus, les données 
de l’influence du traitement sur l’expansion et la génération des Treg a permis de soulever leur 
intérêt dans l’induction de la tolérance après transplantation. L’utilisation des mTORi en 
transplantation s’oppose donc à leur utilisation en cancérologie (Gaumann, Schlitt, et Geissler 
2008).  
L’un des obstacles majeurs de l’utilisation au long cours des immunosuppresseurs, en 
transplantation d’organe, est le risque de développer un cancer. Les données épidémiologiques 
rapportent en effet que 10 à 15% des décès des patients après transplantation rénale étaient dus 
à des cancers et que 50% des patients développaient un cancer dans les 15 à 20 ans après une 
transplantation (ANZDATA Registry report) (Grulich et al. 2007).  Cette augmentation 
d’incidence après transplantation était cependant beaucoup plus marquée pour les cancers viro-
induits, confirmant la théorie d’un défaut général d’immunosurveillance à l’origine de cet excès 
de cancers. Le risque de cancer lié à l’immunosuppression varie, selon les données 
épidémiologiques, en fonction du type d’immunosuppresseur. Ainsi, les données de la 
littérature rapportent une diminution de l’incidence des cancers chez les patients sous mTORi 
comparativement aux autres immunosuppresseurs, et notamment les inhibiteurs de la 
calcineurine. La première hypothèse expliquant cette différence d’incidence était basée 
essentiellement sur la diminution de la prolifération tumorale par inhibition de la voie 
PI3K/Akt/mTOR essentielle à la carcinogénèse mais également par inhibition de l’angiogenèse 
(Guba et al. 2002; Salvadori 2012). Cependant, des travaux récents semblent apportés une 
explication complémentaire. Des premières constatations cliniques ont rapporté une 
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augmentation du pourcentage des LT CD4 effecteurs mémoires et une diminution des LT CD4 
naïfs chez des patients transplantés traités par la rapamycine comparé à la cyclosporine 
(Brouard et al. 2010). Enfin, plus récemment, l’équipe de Crespo a mis en évidence que la 
conversion d’un traitement à base de calcineurine en mTORi permettait la restauration des 
réponses Th1 spécifiques anti-tumorales réduisant ainsi le risque de carcinome épidermoïdes 
(Crespo et al. 2017b). Ainsi, la modulation des réponses Th1 induite par les mTORi pourrait, 
en plus de l’action sur la carcinogénèse, également contribuer à la diminution de l’incidence 
des cancers chez les transplantés. Ces données issues de la transplantation soulèvent donc un 
intérêt dans l’évaluation des RI induites par les mTORi, chez les patients atteints de cancers. 
Elles soulèvent donc plusieurs questions importantes en cancérologie:  
- Les mTORi, entraînent-ils une immunosuppression délétère ?  
- Les mTORi, ont-ils un rôle activateur de la RI anti-tumorale ?  
 
Notre première constatation s’est basée sur l’analyse de la RI chez une patiente atteinte 
d’un cancer du rein métastatique, non seulement, en réponse partielle sous éverolimus mais 
également longue répondeuse (Thiery-Vuillemin et al. 2014). Ainsi, nous avons réalisé un 
immunomonitoring 6 mois après le début du traitement, lorsque cette patiente présentait une 
excellente réponse. Pour cela nous avons analysé le taux des Treg et des réponses CD4 Th1 anti 
télomérase (TERT) identifiés par notre équipe comme un biomarqueur sanguin de la réponse T 
anti-tumorale (Godet et al. 2012a, 2012b; Adotévi et al. 2013; Laheurte et al. 2016).    
Ainsi, nous avons mis en évidence au moment du contrôle tumoral (temps à 7 mois et 11 
mois), une forte réponse Th1 spécifique de tumeur associée à un faible taux de Treg. En revanche, 
lors de la progression tumorale (17ème mois), ces deux paramètres ont inversement évolué. Cette 
observation a ainsi renforcé notre hypothèse de lien entre efficacité des mTORi et 
immunomodulation induite par ces traitements. Nous avons ainsi mis en place deux cohortes 
prospectives d’immunomonitoring dans les cancers du rein, neuroendocrine (Etude EMIR : 
NCT02837757) et du sein traités par éverolimus (Etude EVERIMMUN : NCT02854618).  
 
- Evolution du taux de Treg au cours du traitement par éverolimus :  
Nous avons mis en évidence une augmentation significative progressive du taux de 
lymphocytes Treg FoxP3+ (pourcentage et valeur absolue) circulants chez la majorité des patients 
traités par éverolimus (21/23 soit 91%). Cette augmentation apparaît précocement, 2 mois après 
l’initiation de l’éverolimus et persiste jusqu’à la progression de la maladie. Ces résultats 
montrent, que de façon similaire aux données issues de la transplantation, l’éverolimus induit 
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une augmentation des lymphocytes Treg (Hendrikx et al. 2009a; Battaglia et al. 2006; Sabbatini 
et al. 2015a).  
Les données de la littérature concernant l’analyse de l’impact des mTORi sur les 
lymphocytes Treg sont très controversés. Une étude a mis en évidence, de façon similaire à nos 
résultats, une augmentation significative du taux de Treg durant le traitement par éverolimus 
chez des patients atteints de cancer de prostate (Templeton et al. 2013b). A l’inverse, l’équipe 
de Kobayashi n’a pas retrouvé cet impact sur les Treg chez 58 patients atteints de cancer du rein 
métastatique traités pas éverolimus (Kobayashi et al. 2013b). En revanche, le délais d’analyse 
réalisé dans cette étude peut expliquer cette différence observée. En effet, l’augmentation des 
Treg a été mis en évidence, dans notre étude et celle de l’équipe de Templeton, à partir du 
deuxième mois de traitement. Dans l’étude de Kobayashi, les analyses ont été réalisé un mois 
seulement après introduction du traitement. Ainsi, la durée de traitement par éverolimus est 
corrélée à l’augmentation des Treg chez les patients atteints de cancer, de manière similaire à 
l’effet temps-dépendant retrouvé avec la rapamycine dans les données de transplantation 
(Strauss et al. 2007).  
Dans un second temps, nous avons analysé le phénotype et la fonction des lymphocytes Treg 
chez ces patients traités par éverolimus.  Ainsi il a été mis en évidence qu’en plus du marqueur 
FoxP3, les Treg exprimaient les récepteurs impliqués dans la fonction immunosuppressive tels 
que CTLA-4 et ICOS. Ils exprimaient également fortement KI67 traduisant ainsi une 
prolifération importante de ces lymphocytes. De plus, il a été également retrouvé une 
surexpression du facteur HELIOS, suggérant que ces Treg étaient de type « naturel ». En effet, 
Hélios est un facteur de transcription de la famille Ikaros, exprimé par les Treg thymiques et non 
par les Treg induits (Elkord et al. 2011). Des expériences d’inhibition de la prolifération de LT 
allogéniques en présence de Treg préalablement exposés aux mTORi ont été réalisées afin 
d’analyser la fonction suppressive de ces Treg. Ainsi, nous avons observé une augmentation 
significative de l’inhibition de la prolifération allogénique et de la sécrétion d’IFN-g des LT 
allogéniques mis en co-culture avec des Treg préalablement exposés aux mTORi 
comparativement aux Treg contrôles. De façon parallèle, nous avons noté une diminution de la 
sécrétion de cytokines telles que l’IL-2, le TGF-b et l’IL-10. L’analyse du phénotype de ces 
Treg cultivés in vitro ont confirmé la présence d’expression de CTLA-4, d’ICOS mais également 
GITR et CD39. Enfin, des expériences de transwell ont permis de montrer que ce pouvoir 
suppressif était « contact-dépendant ». Toutes ces données nous suggèrent comme hypothèses 
que la fonction suppressive des Treg exposés aux mTORi était liée à la déprivation en IL-2 et 
également à la présence de récepteurs inhibiteurs.  
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Ainsi les différentes données, issues de nos travaux, montrent que l’augmentation des Treg 
après traitement par éverolimus correspond à une expansion des nTreg et non des iTreg. D’autres 
études antérieures avaient également suggéré des résultats similaires (Strauss et al. 2007). Or il 
a été décrit que l’inhibition de mTOR s’accompagne d’une augmentation du renouvellement 
des cellules souches hématopoïétiques (C. Chen et al. 2009). Ainsi l’augmentation des nTreg 
induits par les rapalogues pourrait être lié à une augmentation de la production thymique de 
nTreg. Afin de confirmer cette hypothèse, nous proposons d’analyser des marqueurs thymiques 
tels que l’expression de CD31+ et des TREC (Thymic Recent Emigrant Cells) (Ducloux et al. 
2011).  
Les rapalogues, utilisés en transplantation, sont utilisés à de faible posologie variant de 1.5 
mg à 2 mg. Cependant, les mTORi sont prescrits en cancérologie à la posologie de 10 mg, pour 
l’éverolimus, et de 25 mg pour le temsirolimus, soit des doses 10 à 20 fois plus fortes qu’en 
transplantation. En effet, cette forte dose est nécessaire pour obtenir un effet antiprolifératif. Il 
a été montré une corrélation entre l’intensité d’inhibition de mTOR et l’induction de Treg (Zeng 
and Chi 2017). Etant donné que les doses utilisées en transplantation permettent déjà de créer 
un microenvironnement suppresseur via l’augmentation de Treg, il était attendu que les fortes 
doses utilisées en cancérologie créeraient la même situation. D’ailleurs, nous n’avons dans 
notre étude pas mis en évidence de différence sur l’augmentation du taux de Treg entre 5 et 10 
mg d’éverolimus. Il est donc surprenant que cette problématique n’a pas été prise en compte 
lors de la phase initiale du développement des mTORi en cancérologie.  
 
- Impact de l’éverolimus sur les réponses Th1 anti-tumorales   
 
Il a été clairement établi le rôle pronostic dans les cancers de l’infiltration péri tumorale par 
les LT (Wolf Herman Fridman et al. 2012; Wolf H. Fridman et al. 2017). En effet, la présence 
d’un microenvironnement suppressif (présence de Treg) est corrélée à un mauvais pronostic, à 
l’inverse la présence de T CD4 Th1 est plutôt corrélée à un bon pronostic.  
Afin d’évaluer l’effet de l’éverolimus sur la réponse Th1 anti-tumorale au sein de cette 
cohorte, nous avons mesuré dans le sang les réponses LT CD4 Th1 spécifiques de la télomérase, 
par Elispot IFN-g (Laheurte et al. 2016). Nous avons observé une augmentation de la fréquence 
(74%) et de l’amplitude de la réponse Th1 anti-TERT après traitement par éverolimus. De plus, 
des résultats similaires ont été obtenus contre d’autres antigènes tumoraux tels que WT1 et 
GRHL2. Parallèlement à l’induction de Treg, ces données montrent donc que les mTORi, 
entraînent également une augmentation de la fréquence et de la qualité des réponse Th1 anti-
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tumorales. Kobayashi et al avait également été mis en évidence, chez les patients atteints de 
cancer de prostate traités par éverolimus, une induction de réponse Th1 mais non spécifique de 
tumeur, après stimulation PMA/ionomycine (Kobayashi et al. 2013b). Nos travaux montrent 
pour la première fois une stimulation de la réponse immunitaire CD4 Th1 spécifique d’antigènes 
tumoraux chez les patients atteints de cancers traités par éverolimus.   
Nous avons donc des données de stimulation de la réponse Th1 anti-tumorale chez les 
patients atteints de cancer. Nous avons donc, par la suite, exploré « l’effet positif » des mTORi 
sur la réponse T anti-tumorale. Plusieurs mécanismes, pourraient expliquer cette stimulation 
des LT CD4 spécifiques de tumeur après blocage de la voie mTOR. Deux mécanismes 
essentiels peuvent être à l’origine de cette stimulation. La première étant l’impact direct de la 
voie mTOR sur la différenciation des LT mémoires est bien décrit dans la littérature avec la 
rapamycine (Araki, Youngblood, et Ahmed 2010; Rao et al. 2010; Pollizzi et al. 2015). Ainsi, 
une inhibition de la voie mTOR entraîne une augmentation de la quantité et de la qualité des 
réponses T mémoires, pouvant expliquer une augmentation des réponses T CD4 mémoires 
préexistantes chez les patients. La seconde explication repose sur l’impact de la voie mTOR 
dans la présentation antigénique soit par son action direct des fonctions des DC soit par son sur 
l’autophagie (Amiel et al. 2012a; Lee et al. 2010). Enfin, « l’effet positif » des inhibiteurs de 
mTOR semblerait reposer également sur une stimulation de la réponse T CD8 d’après les 
données obtenues in vivo. L’analyse des réponses T CD8, chez les patients traités par mTORi, 
a permis de mettre en évidence une augmentation de l’expression du facteur Eomes, facteur clé 
dans la différenciation mémoire. De plus, l’évaluation du ratio CD8+CD45RO+/ Treg a montré 
une diminution significative après traitement par mTORi, suggérant ainsi un impact délétère 
des Treg induits également sur cette réponse CD8.  
Par ailleurs, l’effet positif des rapalogues sur la réponse Th1 anti-tumorale pourrait 
également s’expliquer par une inhibition d’autres cellules à fonctions suppressives, telles que 
les MDSC et d’une nouvelle population de LT régulatrices folliculaires (Tfr). Les Tfr sont des 
cellules suppressives de la réponse T folliculaire helper, elles expriment le facteur de 
transcription Bcl-6, le récepteur CXCR5, le récepteur ICOS et PD-1 (L. Xu et al. 2017). Les 
MDSC et les Tfr sont des cellules immunorégulatrices dont la fonction requière un complexe 
mTOR actif (Zea et al. 2005; Mirza et al. 2006). Ainsi l’inhibition de mTOR diminue 
l’induction de MDSC et de Tfr et réduit leur fonction suppressive (L. Xu et al. 2017). L’étude 
de ces deux populations immunosuppressives pourrait également être réalisée au sein de nos 
cohortes de patients traités par mTORi.  
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La modulation des réponses immunitaires induite par l’éverolimus a un impact sur 
l’efficacité du traitement 
  
Nous avons évalué si la modulation des Treg et de la réponse Th1 anti-TERT induite par 
l’éverolimus avait un impact sur son efficacité. Analysée de façon individuelle la modulation 
de chaque paramètre n’avait pas d’impact sur la survie des patients. Afin de tenir compte de la 
variation conjointe observée de ces deux paramètres nous avons utilisé un modèle 
mathématique. Ce modèle tient compte de la variation précoce du ratio Treg / Th1 anti-TERT. 
Ainsi, nous avons pu définir trois profils « immunologiques » de patients traités par éverolimus :  
i) profil « activation immunitaire Treglo/Th1hi », ii) profil «équilibre immunitaire Tregnull/Th1null » 
et iii) profil « d’immunosuppression Treghi/Th1lo ». Les patients appartenant au groupe activation 
immunitaire avaient une PFS médiane significativement plus longue (13.2 mois) versus le 
groupe immunosuppression (4.1 mois) suggérant un effet délétère de l’immunosuppression. De 
façon remarquable la PFS du groupe immunosuppression (4.1 mois) correspond à la PFS 
médiane obtenue dans l’étude de phase III d’enregistrement (Motzer et al. 2008). Les patients 
du groupe « équilibre immunitaire » présentaient également une PFS médiane de 8 mois 
suggérant une meilleure efficacité thérapeutique médiée uniquement par l’effet antiprolifératif. 
En effet, dans ce groupe de patient ils existent un équilibre entre réponse Th1 anti-tumorale et 
le taux de Treg.   
De plus, au moment de la progression clinique sous éverolimus la majorité des patients ont 
présenté une augmentation drastique du taux de Treg associée une chute de la réponse Th1. Ces 
données suggèrent une nouvelle hypothèse de résistance aux mTORi, liée au 
microenvironnement immunitaire et non à la cellule tumorale elle-même, que l’augmentation 
des Treg est responsable d’une inhibition de la réponse Th1 qui à son tour entraîne un 
échappement thérapeutique tumoral. Nous avons également retrouvé cette tendance chez des 
patients atteints de tumeur neuroendocrine métastatique traités par éverolimus confortant donc 
nos résultats. Néanmoins ces données doivent être validé sur un plus grand nombre de patients.  
De plus récemment il a été mis en évidence une corrélation entre la prédiction d’une rechute 
précoce d’un carcinome rénal traité par chirurgie et la nature de l’infiltrat lymphocytaire péri 
tumoral et des LT périphériques (Giraldo et al. 2017). En effet, une infiltration péri tumorale 
par des T CD8+PD1+TIM3+ associée à une signature périphérique T CD4+ ICOS+ étaient associé 
à un mauvais pronostic. Ces données nous incitent à analyser dans notre cohorte l’impact de 
l’éverolimus sur l’expression des LT exprimant PD1 et TIM3. Par conséquent, l’amplification 
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d’un environnement immunitaire suppresseur par l’inhibition de mTOR chez ces patients 
contribuerait à l’inefficacité thérapeutique. A l’inverse, l’apparition d’un environnement 
immunitaire favorable au profit de Th1 contribuerait à son efficacité.  
 
Intégration de l’immunomodulation induite par les mTORi dans leur utilisation clinique   
Nous nous sommes par la suite interrogés sur comment utiliser ces résultats pour 
améliorer la pratique clinique. Nos résultats soulignent l’intérêt de réaliser un 
immunomonitoring chez les patients traités par mTORi. En transplantation le dosage sanguin 
de l’éverolimus, en routine clinique, permet de suivre le niveau d’immunosuppression chez les 
patients. Etant donné que nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre ce dosage et 
l’immunomodulation, il nous a semblé moins pertinent d’utiliser la même stratégie que chez 
les patients transplantés. Cet immunomonitoring, facilement réalisable en pratique courante, 
permettra donc de suivre au fil du temps la modulation de la réponse immunitaire induite par 
les mTORi chez les patients. L’analyse de cette modulation aura un double impact :  
i) Détecter une induction d’immunosuppression afin de mettre en place des prophylaxies 
nécessaires afin d’éviter des complications infectieuses opportunistes liées aux 
thérapeutiques. Nous avons montré dans nos résultats, de façon similaire aux données 
de la transplantation, que l’induction des Treg par les mTORi était temps-dépendant. En 
effet, chez les patientes atteintes de cancer du sein, l’utilisation des mTORi en 
association avec une hormonothérapie peut être prise pendant plusieurs mois (PFS 
médiane étude positionnant l’éverolimus en stratégie de deuxième ligne était de 6.9 
mois). De plus, des études de première ligne sont actuellement en cours 
(NCT01698918) aboutissant ainsi à des prescriptions beaucoup plus longues 
d’éverolimus. De nombreux cas d’infections sévères opportunistes ont ainsi déjà été 
rapportés par la littérature (Ray, Khong, et Khong 2016; Garcia et Wu 2016; Sezgin 
Göksu, Bilal, et Coşkun 2013; Eiden et al. 2016). Actuellement, les équipes médicales 
se basent essentiellement sur le taux de lymphocytes circulant dans la détection du 
risque d’immunosuppression. Or, une augmentation des Treg traduisant 
l’immunosuppression n’est pas forcément corrélée à une lymphopénie. Ainsi, la 
détection précoce d’un marqueur spécifique d’immunosuppression, tel que les Treg dans 
le sang, est plus adapté pour la mise en place de prophylaxie anti-infectieuse.  
 
ii) Les résultats de l’immunomonitoring permettront également d’aboutir à une adaptation 
thérapeutique permettant de renforcer l’efficacité clinique.  Plusieurs stratégies sont 
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ainsi envisageables. La première serait un arrêt temporaire du traitement (« Stop and 
Go ») lors de l’augmentation du taux de Treg. La seconde serait d’associer aux mTORi 
des traitements diminuant le taux de Treg (anti-angiogénique : sunitinib, endoxan 
métronomique…). De multiples travaux ont permis de mettre en évidence de 
nombreuses stratégies thérapeutiques permettant cette déplétion (Ménétrier-Caux et al. 
2012). Ainsi, certaines chimiothérapies, comme l’endoxan métronomique et certaines 
thérapies ciblées, comme le sunitinib, entraînent une diminution du taux de Treg (Adotevi 
et al. 2010b; Ghiringhelli et al. 2007b). D’autres agents, tels que les antagonistes du 
CCR4, permettent de diminuer le taux de Treg (Bayry, Tartour, et Tough 2014). En effet, 
le récepteur CCR4 est situé sur le Treg permettant sa migration sur le site tumoral via les 
chimiokines CCL22 ou CCL17 (Iellem et al. 2001). Enfin, la troisième stratégie 
proposée à l’issue de ces travaux serait un arrêt des mTORi lors de l’augmentation des 
Treg et l’introduction de traitements déplétants les Treg (« Stop and Smart switch »).  
 
Analyse du rôle de l’immunité adaptative T dans l’efficacité des mTORi dans des modèles 
murins:  
Après le constat clinique d’une double modulation de la réponse immunitaire induite 
par l’éverolimus nous avons mis en place des modèles murins afin de i) étudier les mécanismes  
impliquées dans cette modulation et ii) d’évaluer des nouvelles combinaisons thérapeutiques. 
Sur ce deuxième point nous avons axé nos travaux en 2 temps : évaluer l’intérêt de bloquer 
« l’effet négatif » des mTORi, à savoir le blocage des Treg induits par ces traitements ; et explorer 
« l’effet positif » des mTORi sur le système immunitaire afin d’optimiser les immunothérapies 
anti-tumorales.  
 
- Implication des sous populations de LT CD4 et CD8 dans l’efficacité des mTORi  
Comme chez les patients nous avons mis en évidence sur des modèles tumoraux B16-
OVA, une augmentation des Treg chez les souris traitées par mTORi. De plus, l’analyse du ratio 
Treg / taille tumorale est également significativement augmenté chez les souris traitées par 
mTORi. Par la suite, les expériences de déplétion ont permis de confirmer le rôle délétère des 
Treg dans l’efficacité anti tumorale des mTORi. En effet, la déplétion sélective de CD4 ou de 
CD25 permet une amélioration significative de l’efficacité avec diminution de la croissance 
tumorale chez les souris traitées par mTORi en comparaison aux autres groupes. Afin de 
confirmer plus spécifiquement l’impact des Treg sur l’efficacité anti tumorale des mTORi, nous 
avons utilisé le modèle DEREG permettant la déplétion sélective des Treg par injection de toxine 
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diphtérique humaine (Lahl et al. 2007). Nous avons ainsi montré que la déplétion sélective des 
Treg a considérablement renforcé l’efficacité anti-tumorale du temsirolimus, confirmant le rôle 
délétère des Treg induits par ces traitements sur la croissance tumorale et la survie des souris. 
De plus, nos expériences in vivo sur le modèle B16-OVA nous ont permis d’évaluer plus 
précisément l’implication des mTORi dans les réponses CD8. Ainsi, l’absence des LT CD4 
durant le traitement par mTORi a permis une génération d’une réponse CD8 spécifique anti-
Ova suggérant ainsi le rôle délétère des CD4 Treg sur la réponse CD8. Nous avons donc montré, 
de façon similaire aux données obtenues chez les patients, le rôle délétère des Treg induits par 
les mTORi sur leur efficacité suggérant donc un intérêt dans l’évaluation de la combinaison des 
mTORi avec des agents thérapeutiques permettant de dépléter les Treg.  
 
- Evaluation de nouvelles combinaisons thérapeutiques avec les mTORi.   
o Blocage thérapeutiques des Treg  
Nous avons ainsi utilisé, dans nos modèles in vivo tumoraux B16-OVA, deux stratégies 
de combinaison, une première évaluant sunitinib + mTORi et la seconde antagoniste CCR4 + 
mTORi. Les deux modèles ont mis en évidence une diminution significative du taux de Treg 
chez les souris traitées par la combinaison ainsi qu’une amélioration du contrôle de la 
croissance tumorale. Ces données précliniques, soulèvent l’intérêt d’évaluer des combinaisons 
mTORi avec des stratégies déplétants les Treg chez les patients atteints de cancer. Des essais 
cliniques évaluant la combinaison éverolimus + sunitinib ou éverolimus + bevacizumab ont été 
déjà réalisés chez des patients atteints de cancer du rein métastatique, basés sur le rationnel fort 
de l’inhibition de la voie mTOR concomitante à l’inhibition de la néoangiogénèse. En revanche, 
les données de phase 1 et de phase 2 sont assez décevantes en terme d’efficacité clinique mais 
également soulèvent la notion de toxicité cumulée inacceptable chez le patient (Hainsworth et 
al. 2010; Kanesvaran et al. 2015b; Molina et al. 2012). Enfin, il sera intéressant d’évaluer 
l’impact des mTORi sur la RI au sein de notre cohorte de patientes atteintes de cancers du sein 
en cours de traitement par éverolimus en association avec l’exemestane. En effet, des données 
de la littérature mettent en évidence que les inhibiteurs de l’aromatase entraînent une diminution 
du taux de Treg (Generali et al. 2009). Ces données pourraient expliquer l’apparition plus tardive 
en sénologie d’une immunosuppression.   
De plus, dans les modèles murins de combinaisons thérapeutiques (mTORi + agents 
déplétants les Treg), nous avons également évalué la réponse T anti tumorale. Ainsi, l’analyse 
des réponses immunitaires a mis en évidence une augmentation significative des réponses T 
CD8 et T CD4 spécifiques anti-OVA. L’ensemble de ces résultats confirment les observations 
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obtenues chez les patients et renforcent l’hypothèse du lien entre échappement thérapeutique 
aux mTORi et induction des Treg par inhibition des réponses T anti tumorales. Ainsi, l’inhibition 
des Treg durant un traitement par mTORi permettrait de renforcer l’efficacité thérapeutique liée 
à l’effet antiprolifératif direct sur la cellule tumorale (effet « on target ») conjuguée à l’effet de 
stimulation de la réponse T anti-tumorale (« effet off target »).  
 
- Combinaison mTORi et immunothérapie :   
Nous avons exploré in vivo l’effet positif de l’inhibition de mTOR sur les réponses T 
CD8 dans un modèle de vaccination associant la sous unité B de la toxine Shiga avec la protéine 
ovalbumine (STxB-OVA) (Adotevi et al. 2007). Nous avons ainsi montré que l’administration 
de temsirolimus améliore l’efficacité anti-tumorale de ce vaccin thérapeutique chez la souris. 
De plus, l’effet synergique de cette combinaison était lié à une augmentation de l’infiltration 
tumorale des LT CD8 anti-tumoraux de phénotype centro-mémoire (CD62L+CD127+) et 
précurseurs mémoires (CD127+KLRG1lo). Ces résultats confirment les travaux d’Araki qui 
montraient un rôle majeur de la voie mTOR dans la qualité et la réponse CD8 (Araki et al. 
2009). Des stratégies de combinaison sont actuellement en cours en cancérologie, évaluant 
l’association rapamycine et vaccination thérapeutique ciblant l’antigène NY-ESO-1 du groupe 
cancer testis (NCT01536054 et NCT01522830). Reposant sur nos données précédentes, nous 
avons également évalué l’intérêt de rajouter l’antagoniste CCR4 à la combinaison mTORi + 
vaccination thérapeutique dans le modèle tumoral utilisé précédemment. Ainsi, l’efficacité de 
cette combinaison a été nettement améliorée par l’addition de cet antagoniste par son action de 
déplétion des Treg. Ainsi nos données soulèvent l’intérêt de combiner les mTORi utilisés en 
cancérologie avec une vaccination thérapeutique anti tumorale. 
Enfin, il serait intéressant d’évaluer la combinaison des mTORi avec une stratégie visant 
les checkpoints immunitaires. En effet, les inhibiteurs de checkpoints sont actuellement 
prescrits dans le traitement des cancers du rein métastatique (Motzer et al. 2015). Or, l’efficacité 
de ces traitements restent à ce jour décevante. L’efficacité de ces traitements dépend 
essentiellement de la présence d’une réponse pré-existante anti-tumorale déjà activée. Ainsi, 
l’adjonction de mTORi à une stratégie de checkpoint inhibiteur permettrait d’amplifier les 
réponses T anti-tumorales.    
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CONCLUSION 
	
En conclusion, nos travaux ont mis en évidence non seulement pour la première fois une 
modulation de la RI par les mTORi à dose utilisée en cancérologie, mais également un lien 
entre cette modulation et l’efficacité de ces traitements. Ainsi les mTORi induisent une balance 
entre un profil « immunosuppresseur » par induction de Treg et un profil « immuno activateur » 
par stimulation de la réponse Th1 et CD8 (Figure 26). Il est clairement établi à ce jour que 
l’efficacité de certaines thérapeutiques anti-cancer, comme les chimiothérapies ou certaines 
thérapies ciblées, passent également par leur effet de modulation sur le système immunitaire 
(Wolf H. Fridman et al. 2017; Zitvogel et al. 2013b, 2013c). Ainsi ces traitements ont un effet 
« on direct » sur la cellule tumorale et « off direct » sur l’environnement immunitaire. Nos 
résultats sont la première démonstration du double effet des mTORi « on et off target ».  
	
	
Figure 26 : Profils d’immunomodulation induits par les mTORi 
A l’issue de ces résultats, la réponse immunitaire apparaît comme un biomarqueur 
potentiel des mTORi, permettant soit de prévenir les conséquences infectieuses d’une 
immunosuppression soit de proposer, après validation sur des essais cliniques, des stratégies de 
combinaison thérapeutique. 	
Enfin, la stratégie thérapeutique visant la voie de signalisation mTOR reste une stratégie 
robuste malgré la réduction de l’utilisation des mTORi en cancérologie due à l’arrivée de 
nouveaux traitements comme l’immunothérapie (notamment dans le cancer du rein) et d’autres 
thérapies ciblées (inhibiteurs de cycline dans le cancer du sein). En revanche, le futur 
développement des mTORi (nouvelle génération) devrait s’appuyer sur des biomarqueurs 
dynamiques évaluant l’impact de ces traitements sur le système immunitaire.  
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